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Resumen

RESUMEN

La infeccion oculta por el virus de la Hepatitis B (I0OB), se caracteriza por la presencia en suero o
plasma del genoma viral (ADN-VHB) y anticuerpos contra la proteina de la capside (anti-HBc) en
ausencia del antigeno de superficie (HBsAg), marcador que tradicionalmente se emplea para
identificar la presencia del virus. Con el objetivo de caracterizar la presencia de 10B en hijos de
madres positivas al HBsAg, se estudiaron 291 muestras séricas de nifios que cumplian la condicion
de ser HBsAg (-) y anti-HBs menor de 50UI/L, conservadas en la seroteca del Laboratorio de
Referencia Nacional de Hepatitis Virales. Se realizaron ensayos para determinar la exposicion al
virus (anti-HBc), los sueros con anti-HBc (+) se les realiz6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
Tiempo Real (RCP-TR) para determinar y cuantificar el ADN-VHB. La prevalencia de exposicion al
VHB (anti-HBc) en la poblacion estudiada fue 16,8% (49/291). Solo pudieron ser analizadas 43. El
ADN viral se cuantificé en el 14% (6/43) de los casos, observandose cargas virales que oscilaban
entre 2,15 x 10" hasta 3,42 x 10" Ul/mL. La prevalencia de la 0B para el total de los pacientes
analizados fue 2,1% (6/291). No se encontré asociacion significativa entre las variables
sociodemograficas analizadas tales como, edad, sexo y provincia de procedencia. La prevalencia de
IOB es relativamente baja, las implicaciones clinicas y epidemioldgicas de esta entidad, requiere de
un estrecho monitoreo y atencion de estos pacientes. Este estudio se realiza por primera vez en Cuba

y aporta conocimientos Utiles para el diagndstico, prevencion y control de esta enfermedad en nifios.
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Introduccion

I.- INTRODUCCION

El virus de la Hepatitis B (VHB) es uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, es
una enfermedad transmisible aguda, que puede evolucionar a la cronicidad y ocupa el 9no lugar a

nivel mundial, entre las diez primeras causas de muerte (Lee et al., 2008).

En el organismo, la presencia del VHB provoca afecciones considerables, tanto asi, que es
considerado después del tabaco el agente mas carcindégeno conocido. Inicialmente se manifiesta
como un cuadro agudo, evolucionando luego de forma variable hacia la cronicidad entre un 5y el
10% de los adultos, y en el 90% de los neonatos (Cirién et al., 2010). Entre un 25 y 33% de los
casos, transitan hacia la cirrosis hepatica (CH) o carcinoma hepatocelular (CHC) (Alfonso et al.,

2003).

A nivel mundial, se estima que la Hepatitis B causa entre 500 000 a 1,2 millones de muertes cada
afio, y que la prevalencia de la infeccion varia de forma importante en diferentes partes del mundo,
(Wasley et al., 2008). Se conoce que de 2 billones de personas infectadas, aproximadamente 300 a

350 000 evolucionan hacia las formas cronicas de la enfermedad (Cirion et al., 2010).

Respecto a la transmisibilidad del VHB, se reconocen cuatro vias de transmision: la parenteral,
considerada como la mas importante; la sexual; la perinatal o vertical (de madre a hijo) y la
horizontal (contacto prolongado con personas infectadas) (Lavanchy, 2005; Shepard, 2006; de la
Hoz, 2008; Beltran, 2009; Ramia et al, 2008; Paat et al., 2009; Cirion et al., 2010). La transmision
vertical es la forma mas frecuente en los pacientes en edad pediatrica. Sin la profilaxis,
aproximadamente entre el 65-90% de los nacidos de madres positivas al HBsAg y al antigeno e del

VHB (HBeAg) podrian convertirse en portadores crénicos (Alper et al., 1989).

El diagndstico de la Hepatitis B tradicionalmente se ha realizado a través de técnicas serologicas
disefiadas para detectar diferentes marcadores virales, entre los que se encuentran el HBsAg, como
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principal marcador de infeccién y los anticuerpos totales contra el antigeno del nucleo (anti-HBCc),
que indican una infeccion pasada o crénica. Desde hace algunos afios se incorporaron las técnicas
moleculares para la deteccion del &cido desoxirribonucleico viral (ADN) y confirmar la replicacion
del VHB. Sin embargo, existe un grupo de personas donde solo se detecta el ADN-VHB y anti-
HBc, en ausencia del HBsAg, que son las formas ocultas de infeccion producidas por el VHB
(10B) (Gutiérrez et al., 2001; Torbenson y Thomas, 2002; Gerlich et al., 2010; Thedja et al.,
2010). La IOB se diagnostica frecuentemente en pacientes que tienen como Unico marcador
serolégico al anti-HBc y en aquellos que presentan una baja o nula inmunidad contra el VHB
(Aghakhani et al., 2010; Ramezani et al., 2010). La 10B es considerada actualmente como una
infeccidn emergente ya que en ciertas comunidades de elevada prevalencia, puede dificultar la

seguridad de las transfusiones sanguineas (Panigrahi et al., 2010).

En Cuba se han realizado estudios de 10B en seropositivos al Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) y en pacientes hemodializados (Valdivia, 2011; Bello et al., 2012). Los hijos de
madres HBsAg (+) tienen el riesgo de infectarse con el VHB y en algunos paises se realizaron

estudios investigando la presencia de 10B en este grupo de riesgo.

El propdsito del presente estudio fue determinar, el comportamiento que tiene la 10B, en hijos de

madres positivas al HBsAg, grupo con elevado riesgo de exposicion al VHB.



Objetivos

11.-OBJETIVOS
2.1.-Objetivo General:

e Caracterizar la presencia de infeccion oculta por el VHB en hijos de madres positivas al

HBsAQ.
2.2.-Objetivos Especificos:
e Determinar la exposicién al VHB en hijos de madres positivas al HBsAg.
o Identificar la presencia de infeccion oculta en las muestras anti-HBc positivas.

e Determinar si existe relacion entre la presencia de infeccidn oculta con algunas variables

sociodemograficas.
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111.-REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1.- Antecedentes Histéricos.

La hepatitis viral aguda (HVA) refiere a la enfermedad infecciosa del higado, la cual es causada
por varios virus, y se caracteriza por la necrosis aguda de los hepatocitos y por inflamacion (Cirion
et al., 2010). La hepatitis es una enfermedad, cuyo conocimiento data de siglos pasados, pero el
saber de los médicos de que dicha entidad era causada por un virus, no fue alcanzado hasta poco
después de la Segunda Guerra Mundial. Exactamente en 1947, MacCallum logra diferenciar lo que
hoy se conoce como la Hepatitis A de la Hepatitis B, gracias a los ensayos experimentales
realizados con grupos de voluntarios, y asi pudo identificar que mientras un tipo de hepatitis se
propagaba a través de alimentos y aguas contaminadas (Hepatitis A) otra lo hacia a través de la

sangre (Hepatitis B) (MacCallum, 1947).

Al comienzo de los afios 70, los estudios experimentales de Murray (1955) y Krugman (1967),
definieron la relacion seroepidemiologica entre los diferentes tipos de hepatitis, aspecto este que
méas adelante sirvio de base para la evaluacion de nuevos métodos de diagndstico e

inmunoprofilaxis de estas enfermedades (Murray, 1955; Krugman et al., 1967).

Blumberg, buscando polimorfismos séricos de la proteina ligada a la enfermedad, identificd un
antigeno de Australia (Au) en el suero de pacientes con leucemia, lepra, y hepatitis; mientras que
Prince y colaboradores, por su parte, encontraron otro antigeno (al que llamaron SH) en la sangre
de pacientes transfundidos durante un periodo de incubacion de la enfermedad, lo que les permitio

establecer que ambos antigenos Au y SH eran idénticos (Ganem y Prince, 2004).

De esta manera Ganem y Prince, refieren que la hepatitis se encuentra representada por el HBsAg
y aseguran que todos los estudios antes mostrados, hicieron posible el diagnostico seroldgico de la

Hepatitis B, abriendo una puerta a la investigacién viroldgica y epidemiolégica (Ganem y Prince,
4
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2004). El descubrimiento y la caracterizacion del HBsAg fue un hecho relevante en la
investigacion cientifica sobre la Hepatitis B, permitiendo asi un intenso estudio de la enfermedad y
la naturaleza de su agente infeccioso. En 1970, Dane y colaboradores detectaron el virion
completo de la Hepatitis B, mientras que subsecuentemente Magnius y Espmark en 1972,

identificaron el HBeAg (Dane et al., 1970; Magnius y Espmark, 1972).

El virus de la Hepatitis B es el prototipo de la familia Hepadnaviridae (virus ADN hepatotropicos),
que afecta al hombre y a primates no humanos. Pertenece al género Orthohepadnavirus, donde se
encuentra el VHB que infecta a otros mamiferos. Todos estos virus comparten cierta similitud en
cuanto a: estructura y organizacion del genoma, producen exceso de particulas subvirales
lipoproteicas, estrecho rango de hospederos, y provocan infecciones persistentes con un marcado

aunque no absoluto, hepatotropismo (Hollinger, 2010).

El VHB constituye una causa frecuente de enfermedades hepaticas agudas y cronicas y es capaz de
desarrollar, a traves de su integracion en el genoma del hepatocito, un hepatocarcinoma.
Aproximadamente el 5% de la poblacion mundial esta infectado por este virus; de estos, entre el
50 y el 70% tienen replicacion viral activa y estan en riesgo de sufrir enfermedad hepatica

progresiva (Lavanchy, 2005).
3.2- Caracteristicas estructurales.

Al examinar por microscopia electrénica el suero de personas infectadas por el VHB, se pueden
detectar tres tipos de particulas envueltas. Las particulas Dane, de 42-47 nanémetros (nm) de
didmetro y de doble membrana; las particulas esféricas de 20-22 nm; y las particulas filamentosas
de 20-22 nmy longitud variable (Ganem y Prince, 2004). Los tres tipos de particulas presentan en
comun la presencia de una proteina en su superficie, denominada proteina S 0 HBsAg (Lavanchy,

2005; Gerlich et al., 2010) (Figura 1).
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Las particulas Dane constituyen los viriones completos e infecciosos del VHB. Las particulas
esféricas y filamentosas estan compuestas por lipidos derivados de la célula hospedera y carecen
de ADN viral por lo que no son infecciosas. Sin embargo, en su forma pura, son altamente
inmunogeénicas e inducen eficientemente respuesta inmunoldgica neutralizante de anticuerpos

contra el HBsAg (Gerlich et al., 2010).

La envoltura mas externa es de naturaleza lipoproteica pues a su componente proteico principal se
asocian lipidos derivados de las células hospederas. La cubierta interna o capsida nuclear de 27nm,
tiene como componente principal a la proteina C, una fosfoproteina basica denominada antigeno
core de la HB (HBcAQ), (del inglés Hepatitis B core Antigen) con actividad quinasa. En la capside

se encuentra empaquetado el genoma y la ADN polimerasa viral (Lavanchy, 2005).

Proteina de Superficie Mediana (S + PreS2)
Proteina de Superficie Pequefia (S)

Proteina de Superficie grande
(S+PreS1+PreS2)

Figura 1. Estructura compleja del VHB (particula Dane).

Fuente: Disponible en:http://es.123rfm.com/pthoto /_145577741 virus-de-la-hepatitis-b. htim
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3.2.1-Estructura y organizacion del genoma.

El VHB es probablemente el virus mas pequefio conocido, a partir de su talla genémica. El
genoma del VHB esta constituido por una molécula de ADN circular de doble cadena parcial
(ADNccc), con una de las cadenas incompleta. A esta molécula se le denomina crADN (del inglés,
circular re-laxed ADN). La cadena negativa consta de aproximadamente 3.2 kilobases (kb) de
largo y la cadena positiva presenta un tamafno variable entre 1.7-2.8 kb. EI genoma del VHB
codifica siete proteinas a partir de cuatro marcos abiertos de lectura (ORFs, del inglés: Open

Reading Frame) S, P, C y X (Rios-Ocampo et al., 2013) (ver anexo 1).
Las funciones de las proteinas codificadas por el genoma del VHB se resumen en la (Tabla 1).
3.3.-Ciclo de replicacion del VHB.

El ciclo de replicacion del VHB (ver anexo 2) es un proceso, que a pesar de no conocerse con
exactitud sus mecanismos, comienza con la union del virion al receptor de membrana del

hepatocito (Gerlich et al., 2010).

Tabla 1.-Funciones de las proteinas codificadas por el genoma del VHB

Proteina (Sigla) Funcion

Antigeno de superficie
(HBsAg) forma: Mayor (L),
Medio (M) y Pequefio (S)

Permiten la adhesion y penetracién de la particula viral a la célula

hospedera. Blanco de respuesta inmunoldgica

Polimerasa viral ADN Polimerasa, transcriptasa reversa (RT) y ARNasa H

Core (Antigeno Core: HBcAQ)

. Subunidad estructural de la capside viral. Posible inmunomodulador
Antigeno e (HBeAQ)

i Transactivador de elementos reguladores virales y celulares,
Proteina X (HBXx) o o )
actividad oncogénica sugerida
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En el mismo, la proteina pre-S (especificamente el dominio pre-S1), juega un papel principal en la
interaccion con el receptor celular. Luego de esta union, los viriones liberan su nucleocapside al
citoplasma, momento en el cual el core debe pasar al nicleo donde su ADN es reparado y
convertido a ADN circular covalentemente cerrado (ADNccc), gracias a un proceso catalizado por
la ADN polimerasa viral (G Las particulas de la cépsida nuclear son liberadas dentro del
citoplasma, transportadas hacia el nicleo) (Gerlich et al., 2010).

El ADNccc expresa acido ribonucleico pregenémico (ARNpg) y subgendémico. El subgenémico
funciona exclusivamente como &cido ribonucleico mensajero (ARNm) y en los ribosomas da lugar
a las proteinas virales preS/S y a la proteina X (Seeger y Maison, 2000).

El ARNpg es de vital importancia en la replicacion viral, pues sirve de molde para la sintesis del
ADN viral y funciona como ARNmM bicistrénico para las proteinas de la capsida nuclear y la
polimerasa viral (proteina P) (Nassal, 2008).

El HBcAg, la polimerasa y su ARNm/pg se ensamblan en el citosol dentro de las particulas de la
capsida inmadura, donde el acido ribonucleico es reverso transcrito a ADN (Nassal, 2008).

La reverso transcripcion se inicia con la sintesis de la cadena L (-). Simultdneamente a la
formacion de esta cadena se va degradando el ARNpg mediante el dominio funcional de la
proteina P, ARNasa H; la cadena S (+) se sintetiza usando como molde la cadena L (-) y como
cebador, un oligorribonucleotido resultante del ARNpg (Beltran et al., 2009; Beltran et al., 2011).
Las nuevas y maduras nucleocapsidas virales pueden seguir dos rutas intracelulares diferentes: una
hacia la formacién y secrecién de nuevos viriones, mientras que la otra estd dirigida hacia la
amplificacion del genoma viral dentro del nucleo. El proceso de salida de la célula de los nuevos

viriones ocurre por gemacion (Devesa et al., 2008; Gerlich et al., 2010) (ver anexo 2).
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3.4.-Variantes moleculares

La heterogeneidad del HBsAg ha sido establecida por reacciones seroldgicas utilizando
anticuerpos humanos y murinos que reconocen determinantes y subdeterminantes antigénicos de
esta molécula, hasta el momento se han definido nueve subtipos serolégicos del HBsAg: aywl,
aywz2, ayw3, ayw4, adw2, adw4, ayr, adrg+ y adrg- (Aghakhani et al., 2010). La letra a representa
una especificidad antigénica comidn a todos los subtipos del VHB. Las letras dly y wir
respectivamente, denotan pares mutuamente excluyentes caracteristicos de los subtipos antigénicos

(Beck y Nassal, 2007).
3.4.1.-Genotipos virales.

La clasificacion genética del VHB incluye 10 genotipos, designados por letras de la A-J, basados
en diferencias mayores del 8% en la secuencia nucleotidica completa del virus (Gomaa et al.,
2008; Cooksley, 2010; Beltran et al., 2009; Beltran et al., 2011). Los sub genotipos son subgrupos
de genotipos con una diferencia nucleotidica del genoma entre un 4% y 8%, y se clasifican en Al-
7, B1-5, C1-6, D1-7, F1-4, H, I, J. Estos genotipos y subtipos muestran una amplia distribucion
geografica, a saber: el genotipo Al se encuentra en América del Norte, Africa subsahariana; A2
en el Norte de Europa, la india, América del Norte, América del Sur, y Australia; A3 en el oeste de
Africa; genotipos Blen Japdn, B2 China, B3 Indonesia, B4 Vietnam, B5 Filipinas; C1 Sudeste de
Asia, C2 Este de Asia, C3 Islas del Pacifico, C4 Australia, C5 Filipinas y Vietnam, C6 Alaska; el
genotipo D en el Sur de Europa, la India y el Medio Oriente; D1 Region Mediterranea (incluido el
Norte de Africa), Este Central, D2 en el Oriente de Europa , Subcontinente Hind(i , Mongolia, D3
Africa del Sur, India, Region Antartida, D4 Somalia, Papua-Nueva Guinea, Aborigenes de
Australia, D5 India, D6 Indonesia; el genotipo E prevalece sélo en el Oeste de Africa; los
genotipos F1-4 Alaska, América Central, Sur América. El genotipo G en Estados Unidos y Europa
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(Liu y Kao, 2007; Gomaa et al., 2008). El genotipo H predomina en América Central y del Sur y
el genotipo | en Vietnam. El genotipo J se ha encontrado en Vietnam y Japén (Tatematsu et al.,
2009). De la misma manera, el estudio de los genotipos virales reviste suma importancia en la
evaluacion de las diferentes alternativas de tratamiento, toda vez que estos pueden influir en el

éxito de la terapia antiviral (de la Hoz et al., 2008; Cooksley, 2010; Gerlich et al., 2010).
3.5.-Patogenia y manifestaciones clinicas.

Desde el punto de vista patogénico, el espectro de la infeccion aguda por el VHB varia desde la
infeccion asintomatica, hasta la hepatitis fulminante, dependiendo dicha variacion, de factores
relacionados con el virus y con el huésped. Las evidencias sugieren que las manifestaciones
clinicas y la evolucion del dafio hepéatico agudo asociado con la hepatitis viral, quedan
determinada por la respuesta inmunologica del hospedero (Pol, 2006). La Hepatitis B aguda es una
infeccidn sistémica que tiene un periodo de incubacion, seguido de un periodo prodrémico o fase
pre-ictérica, que puede durar desde unas pocas horas hasta dias. Posteriormente se desarrolla un
periodo o fase ictérica hasta concluir con periodo de convalecencia o fase post-ictérica (Ganem y
Prince., 2004; Pungpapong et al., 2007). La infeccidn tiene una fase aguda, sintomatica en el 50%
de los adultos afectados, despuées de una incubacidén promedio de 120 dias (40-180) (Previsani y

Lavanchy, 2002).

La hepatitis sintomatica es rara en neonatos (< 1%) y ocurre aproximadamente en el 10% de los
nifios de uno a cinco afios de edad (Lavanchy, 2004; Liaw y Chu, 2009; Vildézola y Salinas,
2009). Una vez que la infeccion crénica con VHB se ha establecido, el curso de la enfermedad
ocurre en cuatro fases: la fase de inmunotolerancia que esta caracterizada por niveles normales de

alanina aminotransferasa (ALAT), altos niveles de ADN viral en suero, HBeAg detectable y
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tipicamente minima actividad en pruebas de biopsia hepatica (Hui et al., 2007; Lai et al., 2007;

Liaw, 2008).

La inmunotolerancia es mayormente vista en individuos que probablemente adquirieron la
infeccion perinatalmente, y desarrollan el estado de portador o una fase muy activa en la adultez
temprana (Wiwgard et al., 2008). La fase de inmunoaclaramiento, conocida también como
Hepatitis B cronica con HBeAg positivo, estd asociada con elevados niveles de ALAT y ADN
viral asi como también dafio hepéatico (Yuen et al., 2005; Hoofnagle et al., 2007; Lok y Mcmahon,
2007). La tercera fase se caracteriza por niveles normales de ALAT, niveles bajos de ADN viral en
suero o indetectables, seroconversion del HBeAg y la presencia de anti-HBe. La ultima fase
conocida también como Hepatitis B cronica con HBeAg negativo estd asociada a niveles
persistente o intermitentemente elevados de ALAT y ADN viral, ademas de dafio hepatico

significativo (Gonzalez y Keeffe, 2009;Vildézola y Salinas, 2009).
3.6.-Diagnostico viroldgico de la infeccion por VHB.

Tanto para el diagndstico, como para determinar la etapa de la infeccidn, y ademas evaluar la
infectividad del paciente, los diferentes antigenos y anticuerpos detectables en el suero de los
individuos infectados por el VHB, se constituyen en marcadores serologicos importantes (Morgan
et al., 2007). Durante la infeccién por VHB se observan el ADN viral y cuatro sistemas de
antigenos-anticuerpos. En los sistemas comerciales disponibles que se emplean rutinariamente
para el diagnostico, se evaluan el HBsAg/anti-HBs, HBcAg/anti-HBc, y el HBeAg/anti-HBe

(Tabla 2).
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Tabla 2. Comportamiento clésico e interpretacion clinica de los marcadores serologicos del VHB en
el curso de la infeccion.

SIGLA NOMBRE DESCRIPCION E INTERPRETACION
Primer marcador que se detecta en suero. Si esta presente
al mismo tiempo que los anticuerpos IgM anti-HBc
indica infeccion aguda. Si se mantiene positivo por mas
de 6 meses, indica infeccion cronica. Se negativiza
cuando se resuelve la Hepatitis B.

Antigeno de

HBsAg superficie

Detectable tanto en la fase aguda como en la infeccion
HBeAg Antigeno e cronica. Indica replicacion viral activa. Indicativo de
infeccion crdnica si es reactivo por mas de 6 meses.

Detectables de 1 a 3 meses después de la vacunacion.

Anticuerpos contra | . I
P Ultimos marcadores que aparecen en el suero, indican

Anti-HBs

el HBsAg recuperacion e inmunidad.
. Anticuerpos contra | Aparecen cuando el HBeAg ya no es detectable. Indican
Anti-HBe S
el HBeAg un pronostico favorable.
. Primera clase de anticuerpos detectables en un paciente
. Anticuerpos contra | . T - :
IgM anti-HBc infectado, indica infeccion reciente. Puede permanecer
el HBCcAg .
reactivo hasta 6 meses.
Se mantienen reactivos durante afios. Indican infeccion
. pasada o crénica. No se inducen por la vacunacion ni
. Anticuerpos contra | . . . .
anti-HBc ol HBCA indican inmunidad. Puede ser el Unico marcador
g detectable en el periodo de ventana cuando el HBsSAg ya
es negativo y los anti-HBs no han aparecido todavia.
) Indica replicacion viral activa. Permite ademas
ADN Acido cuantificar la carga viral, establecer el genotipo vy

Desoxirribonucleico | determinar el momento de iniciar la terapia antiviral. Es
atil en el seguimiento de la infeccion.

3.7.-Tratamiento.

El objetivo del tratamiento de la Hepatitis B debe dirigirse a mantener controlada la replicacion del
virus para evitar el dafio progresivo del higado, reducir los sintomas, minimizar la inflamacién
cronica, y prevenir la progresion a fibrosis hepatocelular (Aggarwal y Ranjan, 2004; Morgan et al.,

2007).

El interferon alfa (IFN-a) ha sido el farmaco mas empleado y ejerce doble funcién:

inmunomoduladora y antiviral, uno de los medicamentos que se ha considerado como terapia
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inicial para pacientes con HBeAg (+) o HBeAg (-), ha sido el Peginterferon (PEG-IFN). Ademas
se han combinado el IFN con antivirales analogos de nucledsidos: Lamivudina, Adefovir,
Entecavir y Clevudina (Ferir et al., 2008; Beltran et al., 2011). Se recomienda que la carga viral
deba medirse cada 3 6 6 meses durante la terapia, pues ello permite supervisar la evolucion de la
infeccion, evaluar la terapia y asi identificar aquellos pacientes que no responden positivamente al
tratamiento (Sirma et al., 2007; Volz et al., 2007; Tillmann, 2007; Liaw y Chu, 2009). La mayoria
de los ensayos clinicos publicados han utilizado como criterios de eficacia del tratamiento: pérdida
del HBeAg, presencia de anti-HBe, y reduccion de los niveles de ADN viral <10° copias/mL, 24

semanas después de haber concluido la terapéutica (Raices, 2011).
3.8.-Epidemiologia.

La Hepatitis B, es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo, tanto por su
presentacion en las formas agudas y crénicas, como por sus secuelas, en la actualidad se estima
que un tercio de la poblacibn mundial ha sido infectada por este virus (2000 millones
aproximadamente), de los cuales se considera que existen mas de 350 000 portadores del VHB a
nivel mundial que han desarrollado a la cronicidad (Lavanchy, 2005; Shepard et al., 2006;
McGovern, 2007; Monsalve-Castillo et al., 2008; Liaw y Chu, 2009, Rios-Ocampo et al., 2013).
Se reconocen como vias de transmision fundamentales la infeccion perinatal, percutanea y sexual
(Cirion et al., 2010; Shi et al., 2011; Raices, 2011).

El VHB es transmitido a través de sangre o fluidos contaminados, tales como: el semen,
secreciones vaginales, saliva y otros (Muzio y Pentdn, 1998). La via perinatal constituye la mas
importante ruta de transmision de este virus a nivel mundial (Coopstead y Lee, 2010). Esta
comprobada la transmision del VHB de la madre al feto, siendo la mayoria de las embarazadas

portadoras asintomaticas del mismo (Hamdani y Bouzzaou, 2000). La tasa de infeccion en recién
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nacidos de madres HBSAg (+) y HBeAg (-) es de un 10%, y 70-90% para los nacidos de madres
con HBsAg (+) y HBeAg (+) (Mast et al., 2004). El contagio puede ocurrir intradtero
(transplacentaria), durante el parto por el intercambio de sangre materno-fetal y la exposicién a
secreciones en el canal del parto. La eficacia protectora de la vacunacion neonatal es tan alta
(95%) que obliga a pensar que el contagio ocurre, sobre todo, durante el parto o después del
nacimiento aunque los mecanismos de transmision no son del todo conocidos (Hill et al., 2002).
La probabilidad de que el bebé se infecte en el momento del nacimiento varia de 10 a 90%, en
dependencia de si la madre se encuentra, 0 no, en la fase de replicacion viral activa,
respectivamente (Hollinger et al., 2007). En el caso de los nifios, la cronicidad de la infeccion por
el VHB depende del modo de transmision y el momento de la infeccion. Cuanto menor es la edad
en la adquisicion de la infeccion mayores son las posibilidades de evolucién a la cronicidad
(Galoppo, 2010). La transmision madre/hijo puede establecerse también por los cuidados de la
madre al nifio durante los primeros afios de vida y estd demostrado que la lactancia materna puede
ser otra via de contagio, lo que no ocurre cuando el bebé se encuentra inmunizado (Shi et al.,
2011).

La transmisidén por via parenteral/percutanea, que involucra la exposicion directa a la sangre u
otros fluidos infectados, incluye las transfusiones de sangre infectada, asi como la administracion
parenteral de hemoderivados contaminados, el uso compartido de jeringuillas y agujas no
esterilizadas, en el caso de los usuarios de drogas parenterales, la exposicion a los procesos de
hemodidlisis, la acupuntura y la practica de tatuajes, entre otros. El riesgo de transmision
postransfusional ha disminuido en la actualidad debido al implemento, con caracter obligatorio,
del pesquisaje de toda la sangre donada. La transmision por contacto sexual constituye una de las
principales vias en los paises desarrollados, junto al uso de drogas parenterales y la exposicion

ocupacional. Hay un amplio rango de la prevalencia en distintas partes del mundo, la que varia
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entre un 0,1% hasta un 20%. Las &reas de baja prevalencia (0,1-2%) son Oeste de Europa (con una
amplia variacion dentro del continente), Estados Unidos y Canada, Australia y Nueva Zelanda;
Paises mediterraneos, Japon, Asia central, el Este medio y Sudamérica tienen un prevalencia
media (3-5%); y los paises con alta prevalencia (10-20%) son el Sudeste de Asia, China y Africa
sub-Sahariana (Mauss et al., 2009). En Latinoamérica, la prevalencia para el HBsAg es alta en la
cuenca Amazonica entre Brasil, Colombia, Venezuela y Per(; intermedia en Guatemala y
Honduras, y baja en Cuba, Chile, México, Argentina y Uruguay (Ramirez-Soto et al., 2011). El
periodo de incubacion varia entre 40 y 180 dias. No existe un patrén estacional para la infeccion y

las epidemias son poco usuales (Hollinger, 2007).
3.9.-Prevencion y control.

La piedra angular de la Hepatitis B es la prevencion y el control, pero la eficacia de las mismas
depende de multiples factores, entre los que se destacan: la seleccidn y el pesquizaje adecuado de
los donantes de sangre, la educacion de la poblacion en cuanto a las formas de transmision, el uso
de procedimientos ambientales para limitar el riesgo de infeccion, las medidas de seguridad en el
manejo de los fluidos corporales, la sangre, sus derivados, y una adecuada inmunoprofilaxis
(Ganem vy Price, 2004; Aggarwal y Ranjan, 2004). El primer factor a considerar es la vacunacion.
La misma tiene la capacidad de reducir la infeccion persistente y la enfermedad segun se vaya
aplicando, pero para lograr la efectividad del proceso de inmunizacion, se requiere que sea
extendido a varias generaciones, sobre todo en los paises de mayor prevalencia (Raices, 2011). Se
ha demostrado que titulos de anti-HBs > 10 UI/L inducidos por la vacuna contra el VHB protegen

contra la infeccién o persistencia del mismo (Gerlich et al., 2010).

En nuestro pais, los logros alcanzados en el control de la Hepatitis B, se deben fundamentalmente,
a la existencia de la vacuna Heberbiovac-HB®, pues ha demostrado ser altamente inmunogeénica,
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y sus excelentes resultados han permitido incorporarla al esquema de vacunacién infantil y a la
inmunizacion de los grupos de alto riesgo de infeccion (Jauma et al., 2009; Pedroso et al., 2010;
Panduro et al., 2011). Actualmente la poblacion cubana menor de 34 afios se encuentra
inmunizada contra la infeccion por el VHB. (Dra. Licel de los A Rodriguez y colaboradores. IPK,

La Habana, Cuba (comunicacion personal, 21 de Enero, 2014).

Entre las estrategias para reducir el nimero de infectados, una que cada vez cobra mayor
importancia la constituye la prevencion en la transmision vertical del VHB. En este sentido, todas
las mujeres embarazadas deben ser analizadas para determinar la posible presencia del HBsAg, sea
en la primera visita al ginecologo, o en el tercer trimestre del embarazo, dichos anélisis deberian
repetirse durante el embarazo en aquellas mujeres en las que el riesgo de contagio por VHB sea
alto, y en el caso de aquellas que sean portadoras del VHB, el recién nacido debe ser vacunado y
recibir ademas, inmunoglobulinas especificas frente al VHB antes de las 12 horas después de
nacido, para de esta forma reducir entre un 95 y 99% la transmision (Liaw et al., 2008). Para el
caso de las madres con elevada viremia deben recibir terapia adicional con potentes inhibidores

de la polimerasa (EASL, 2009; Xu et al., 2009).
3.10.-Infeccion Oculta por VHB (IOB): algunos aspectos generales.

Tradicionalmente, el diagnostico de infeccion por VHB se ha realizado por pruebas serolégicas, en
las cuales se busca la presencia de HBsAg. Sin embargo, se sabe que existe un grupo de pacientes
que al realizarle la serologia, generan resultados negativos sobre la presencia del HBsAg, pero

positivos al anti-HBc y al ADN viral (Shi y Zhuang, 2005; Rios-Ocampo et al., 2013).

Se ha nombrado en la literatura de multiples formas: “personas con infeccion inaparente por el
VHB?”, “Hepatitis B silente”, “portador de HBsAg negativo”, y finalmente, “Infeccion del VHB no

conocida”, pero el término mas usado en la actualidad es el de IOB (Rios-Ocampo et al., 2013).
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El aclaramiento sérico del HBsAg usualmente confiere un excelente resultado a largo plazo si no
hay cirrosis pre-existente o superinfeccion viral; sin embargo una pequefia cantidad de ADN-VHB
puede persistir constituyendo la fase HBsAg negativo o I0B. Aunque el anti-HBs esta considerado
como el marcador cléasico de proteccion adquirida ya sea, a partir de infeccion pasada resuelta o
mediante la vacunacion, en algunos casos sin embargo, se ha detectado ADN viral en pacientes
que poseian baja inmunidad contra el HBsAg. Bioldgicamente el aclaramiento del virus es
clasicamente caracterizado por la emergencia de anti-HBs en el perfil serolégico; sin embargo el
virus puede perpetuarse debido a su peculiar ciclo de vida, que permite la conversién del genoma
del VHB en un ADNccc, que persiste de por vida en el nicleo de las células como un episoma
cromatinizado y que sirve como modelo para la trascripcion del gen. La estabilidad y larga
persistencia de las moléculas virales ADNccc, junto con la larga vida media de los hepatocitos
implica que la infeccion con VHB, una vez que ha ocurrido podria continuar toda la vida

(Vildézola y Salinas, 2009).

Una pregunta que aun no tiene respuesta es por qué los portadores de 10B son HBsAg (-) a pesar
de la presencia de episoma en el higado, de genomas libres. Hay varias posibilidades, desde
variantes del virus que producen una proteina S modificada, indetectable por los métodos actuales,
0 mutaciones capaces de inhibir la expresion del gen S y/o la replicacion del virus. Lo mas
aceptado actualmente es que la IOB, parece ser principalmente debido a una fuerte supresion de la
replicacion viral y la expresion del gen que afecta a los virus cuya variabilidad genética es
comparable a la de las cepas de VHB de individuos con infeccién crénica VHB "abierta"”. Esta
afirmacion tiene algun respaldo en diferentes reportes que afirman que la 10OB puede ser
transmitida experimentalmente a chimpanceés y por transfusion de sangre o trasplante de 6rganos a

humanos, induciendo una Hepatitis B aguda clasica en el recipiente, y los portadores de 10B
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pueden mostrar una reactivacion aguda de la infeccion con la reaparicion del perfil seroldgico
tipico de Hepatitis B, cuando reciben quimioterapia sistémica, radioterapia o inmunoterapia. Todas
estas afirmaciones sobre la transmisibilidad y reactivacion de la I0B son en parte aceptadas, por lo

menos tedricamente, aunque requiere posterior evaluacion (Vildézola y Salinas, 2009).

Es importante considerar en la génesis de la 10B, la llamada interferencia viral, como un factor
que influencia negativamente la replicacion del VHB y la expresion del gen. Esto se ha observado
en la coinfeccion con otros virus, como es el caso de la coinfeccion con el VHC, donde se ha
encontrado la mas alta prevalencia de 10B y en estudios in vitro donde se demostrd claramente
que la proteina core del VHC fuertemente inhibe la replicacion del VHB. También se ha reportado
alta prevalencia en drogadictos endovenosos, hemofilicos; por el contrario hay resultados
divergentes en pacientes en hemodialisis con prevalencias que van de 0 a 36% Yy en pacientes con

VIH (Vildozola y Salinas, 2009).

La IOB se ha visto en pacientes con las siguientes situaciones: Personas con factores de riesgo de
VHB, Hepatocarcinoma, portadores cronicos del VHB, coinfeccion VHB-VHC,
Inmunosuprimidos personas con aumento inexplicable de enzimas hepaticas o cirrosis
criptogénica, pacientes con anti-HBc total, pacientes infectados por el VIH y coinfeccion

VIH/VHC (Torbenson y Thomas, 2002).
3.10.1.-Infeccion Oculta por VHB (I0B) en hijos de madres HBsAg (+).

La IOB se ha podido determinar con relativa frecuencia en nifios, hijos de madres HBSAg (+)
(Shahmoradi et al., 2012). Los recién nacidos constituyen un importante grupo de riesgo de
contraer el virus, de manera vertical a través de su madre. Durante la gestacion, la placenta impide
el paso del VHB completo y del HBsAg. Sin embargo, la transmisién perinatal se atribuye a

microrroturas en la placenta y al contacto del nifio con secreciones y sangre en el momento del
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parto. En las mujeres con HBeAg, el antigeno pasa la placenta y puede detectarse en dos tercios de
los recién nacidos, a titulos que no guardan correlacion con el titulo materno. En el nifio no
infectado, el HBeAg transferido deja de detectarse entre los 6 y 12 meses de vida. El paso
transplacentario de HBeAg puede ser el motivo de la alta tasa de cronicidad de la Hepatitis B y
peculiar evolucion inmunotolerante cuando hay transmision vertical del VHB a partir de madres

HBeAg (+) (Cabezas-Sanchez y Donayre, 2010, Chakvetadze et al 2011).

Segun lo reportado por Galoppo, 2010 durante la infancia y sobre todo la adolescencia méas del
80% de los pacientes con VHB seroconvierten a HBeAg, con remision bioquimica y permanecen
como portadores asintomaticos del HBsAg, sin viremia aparente ni alteraciones enzimaticas
(Galoppo, 2010). En consecuencia, el prondstico de la Hepatitis B adquirida en la infancia deberia
ser favorable durante ésta edad de la vida. Sin embargo, 90% de los pacientes son portadores del
HBsAg vy llegan a adultos, 50% son todavia ADN-VHB positivos diez afios después de la
seroconversion anti-HBe. En la actualidad se reconoce a la IOB como una entidad con
implicaciones clinicas importantes, las cuales incluyen ademas del riesgo de transmision de la
infeccidn por transfusion sanguinea o trasplante de érganos, la exacerbacion de la infeccion y la
progresion a CH o CHC (Raimondo et al., 2008; Raimondo et al., 2010; Rios-Ocampo et al.,
2013). De ahi su importancia y el creciente interés al respecto en los ultimos afios. Una importante
caracteristica de la 10B es su impacto epidemioldgico respecto al riesgo de transmision de la
infeccién por VHB y el desarrollo de hepatopatias terminales, mas aun cuando su diagndstico es
un evento casual bien sea porque unidades de sangre son tamizadas para VHB o porque los
individuos presentan alteracion del perfil seroldgico del higado (niveles de ALT) sin una etiologia

esclarecida (Rios-Ocampo et al., 2013).
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Esto se hace mucho méas complejo cuando se trata de nifios, pues cuanto mas precoz es la infeccion
por VHB, mayor es la probabilidad de que ésta sea asintomatica, y que su evolucion se asocie a
una mayor prevalencia de CH y de CHC (Cirion et al., 2010; Shahmoradi et al., 2012). Sumado a
lo anterior, se encuentra la alta probabilidad de que dicha infeccién concomite con otras patologias
o0 infecciones virales, como es el caso de la alta prevalencia encontrada en nifios que sufren de
cancer. La complejidad de este fendmeno estd dada por el hecho de que la quimioterapia puede
reactivar la presencia del virus, y hacerlo crénico o llevarlo a una fase aguda (Espinoza-Holguin et

al., 2006).

Otro aspecto importante relacionado con IOB es la reactivacion de la infeccion. La 10B podria
considerarse como un estado de regulacion negativa de la replicacion viral y de la expresion de las
proteinas virales. Esta reactivacion de la infeccion se presenta en pacientes bajo condiciones de
inmunosupresion inducidas por terapias y/o enfermedades que deprimen el sistema inmunoldgico,
como pueden ser enfermedades hematoldgicas, infeccion por el virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH) y trasplante de médula 0sea, entre otras (Rios-Ocampo et al., 2013).

Generalmente la reactivacion es un evento transitorio pero subsecuentes episodios pueden
observarse en el mismo paciente, con lo que el pronéstico de la enfermedad es reservado. La
cirrosis hepética es una complicacion temprana de la VHB en nifios méas que el estadio final de una
enfermedad hepaética de larga evolucidn. Durante las primeras dos décadas de la vida, solamente 3
a 5% de los nifios con Hepatitis B cronica presentan cirrosis, diagnosticada en la presentacion de la
enfermedad o pocos meses mas tarde. El prondstico es severo, dado que 30-50% de estos pacientes
pueden desarrollar CHC durante la edad pediatrica. La determinacién periddica de alfafetoproteina
y la realizacion de ecografia hepatica son indispensables en la evaluacion de estos pacientes

(Galoppo, 2010). La administracion de la Inmunoglobulina Humana anti-Hepatitis B (IGHB) al
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nacimiento de los hijos de madres HBsAg (+) no es totalmente efectiva en la prevencién de 10B
(Pande et al., 2013). Los hijos de madres HBsAg (+) que son asintomaticos deben seguirse
cuidadosamente, conociendo que la IOB puede producir enfermedades graves del higado. Como

hemos dicho el HBsAg (-) no excluye la posibilidad de ser portador del VHB.
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1.-Universo de estudio.

El universo de estudio estuvo constituido por todas las muestras de los hijos de madres HBsAg
positivas que arribaron al Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis virales (LNRHV)
procedentes de todo el pais, en el periodo del 2007 al 2012. Los nifios nacidos en el periodo 2007-
2008 no recibieron IGHB al momento del nacimiento, solamente vacuna recombinante cubana
Heberbiovac-HB®, mientras que los nacidos posteriormente si recibieron ambos productos.

4.2.- Muestra.

La muestra quedo conformada por un total de 291 muestras de suero pertenecientes a los hijos de
madres con HBsAg (+) procedentes de todo el pais, recibidas en el LNRHV, Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” (IPK), en el periodo 2007-2012, como parte de la vigilancia que sigue el
Ministerio de Salud Publica (MINSAP) a estos nifios de riesgo. Estas muestran cumplian la
condicidn de ser HBsAg (-) y anti-HBs menor de 50UI/L [titulos <10UI/L 92 (31,6%) y entre 10-
49,9UI/L 199 (68,4%)]. En relacién al sexo, 132 (45,4%) eran del sexo masculino y 159 (54,6%)
eran del sexo femenino. La edad de los infantes incluidos, asi como la distribucién por provincias
se muestra en la Tabla 3 y 4 respectivamente.

Nota: Se debe comentar que en el presente estudio los datos de los nifios se obtuvieron en el
periodo 2007 al 2010 con la antigua Ley Politico-Administrativa: Provincia Habana (ahora

Provincias Artemisa y Mayabeque).
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Tabla 3: Distribucion por edades de los nifios incluidos en el estudio.

Edad No. %
7 meses 101 34,7
18 meses 68 23,4

2 afios 6 2,1

3 afios 67 23,0

5 afios 49 16,8

Total 291 100

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012.

Tabla 4. Distribucién de las muestras segln provincias de origen.

Procedencia Poblacion %

Pinar del Rio (PR) 107 36,8
La Habana (LH) 71 24,4
Artemisa (AR) 10 3,4
Mayabeque (MY) 2 0,7
Isla de la Juventud (1J) 1 0,3
Matanzas (MT) 1 0,3
Cienfuegos (CF) 6 2,1
Villa Clara (VC) 4 1,4
Sancti Spiritus (SS) 7 2,4
Ciego de Avila (CA) 6 2,1
Camagliey (CM) 1 0,3
Las Tunas (LT) 2 0,7
Granma (GM) 0 0

Holguin (HO) 23 7,9
Santiago de Cuba (SC) 11 3,8
Guantanamo (GT) 39 13,4
TOTAL 291 100

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012.
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Se colectd 1 mL de suero de cada paciente y se conservé a -20° C hasta su utilizacién. Se
confecciond una base de datos, donde se incluyeron datos sociodemograficos, obtenidos de la base
de datos del laboratorio de hepatitis virales, IPK, de los nifios seleccionados. Para mejor

comprension de la metodologia empleada durante la investigacion se muestra el algoritmo de

trabajo (Figura 2).
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Figura 2: Algoritmo de trabajo
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4.2.1.-Criterios de Inclusion.

Dado que la unidad de analisis seleccionada para el estudio estuvo constituida por las muestras de
suero de hijos de madres con HBsAg (+), como criterios de inclusion, se seleccionaron las

muestras de suero de aquellos nifios, que:
e Fueran entre 7 meses y 5 afios de edad.

e Que las muestras fueran procesadas en el IPK entre los afios 2007-2012 (incluidos estos

afos).
e Y que las muestras cumplieran la condicion de ser HBsAg negativas, y anti-HBs menor de
50 UI/L.

4.2.2.-Criterios de Exclusion.

Se decidio excluir del estudio, aquellas muestras de nifios que cumplieran con los anteriores

criterios, pero que la cantidad no fuera suficiente para poder realizar los analisis requeridos.
4.3.-Tecnicas seroldgicas.
4.3.1.-UltramicroELISA para detectar anti-HBc total (UMELISA anti- HBc).

Esta prueba se les realiz6 a todos los pacientes incluidos en el estudio para conocer la exposicion
al VHB. Es un ensayo inmunoenzimatico heterogéneo, tipo indirecto; desarrollado por el Centro
de Inmunoensayo (CIE), La Habana, Cuba.

Se utiliza como fase sdlida tiras de reaccion revestidas con el HBcAg, obtenido por via
recombinante. En una cubeta de dilucion se distribuyd 10 micro Litros (uL) de una solucion

estabilizadora y se afiadié 30uL de cada muestra. Luego se procedi6 adicionar 10uL por pocillo en
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las tiras de reaccién de las muestras, y de los controles positivo y negativo que se suministraban
listos para el uso (LPU), los que se incubaron durante 1 hora a 37 °C en cédmara himeda
previamente equilibrada a esa temperatura. Los anticuerpos especificos presentes en las muestras
positivas se fijaron al antigeno en fase sélida y el material no unido especificamente se elimind
mediante lavados (6 ciclos) en lavador MW2001 (TecnoSUMA, Cuba), con la solucion de lavado
incluida en los reactivos del estuche.

Los complejos antigeno-anticuerpos se detectaron mediante la adicion de 10uL por pocillo de
conjugado anti-HBc/fosfatasa alcalina (F.A), que se incub6 1 hora (hrs) a 37°C en camara hiimeda.
Después de 6 ciclos mas de lavado, se adicionaron 10pL por pocillo de sustrato 4 metilumbeliferil
fosfato.

La placa se mantuvo en incubacién por 30 minutos en camara hiumeda a temperatura ambiente. La
validacion e interpretacion de los resultados se realizd automaticamente por el lector (PR-521,
TecnoSUMA, Cuba) y programa UMELISA anti-HBc. La validez de la prueba y la interpretacion
de los resultados fueron realizadas automaticamente por el programa correspondiente (Paquete de
Software para lectores de tiras version 8.0).

Las muestras con valores de fluorescencia inferiores o iguales al producto de 0.2 por la media del
control positivo se consideraron positivas. Mientras que, los sueros con resultados superiores se
consideraron negativos. Un resultado negativo indic6 que el paciente no tenia anti-HBc.
Resultados repetidamente positivos al menos en dos ocasiones con la misma muestra, indicaron

que el paciente tenia anticuerpos totales contra el HBcAg.
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4.4.-Técnicas moleculares

Reaccién en Cadena de la Polimerasa en tiempo Real (RCP-TR) para detectar y cuantificar
el VHB.

La RCP-TR se emple6 para detectar y cuantificar el ADN-VHB en las muestras anti-HBc (+) /
anti-HBs < 50 UI/L.

4.4.1.-Extraccion del ADN-VHB.

Se utilizdé el estuche QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemania) para extraer el acido
nucleico del VHB a partir de 200uL de suero. Brevemente se le afiadié proteinasa K (QIAGEN
proteasa) y tampon de lisis (AL). Después de dar vortex se incubd a 56°C durante 10 minutos
(min). Se adiciond etanol absoluto (96-100%), y se transfirio toda la mezcla a una columna
QlAamp mini spin para luego centrifugar a 8 000 rpm (revoluciones por minutos) durante 1 min
descartando el filtrado. Se agregaron 500uL de tampon de lavado 1 (AW1) a la columna QlAamp
mini spin y se volvié a centrifugar a 8 000 rpm durante 1 min desechando el filtrado. A
continuacion se adicionaron 500uL de tampdn de lavado 2(AW2) y se centrifugd a 14 000 rpm por
3 min eliminando el filtrado. Finalmente, para la elucién de los acidos nucleicos adheridos a la
columna QlAamp mini spin se agregaron 200uL de tampdn de elusién (AE), se dejo incubar a T°
ambiente (20-25°C) por 1 min y luego se centrifug6 a 8 000 rpm durante 1 min. EI ADN extraido
se conservé a -70°C hasta su posterior utilizacion.

4.4.2.-RCP-TR (Estuche Comercial artus HBV LC PCR Kkit, Qiagen, Alemania) para la

cuantificacion del genoma del VHB.
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El estuche comercial artus HBV LC PCR Kit constituye una prueba rapida para la cuantificacion
del ADN del VHB usando el equipo LightCycler 1,5 System - Roche® para la amplificacion y
deteccion.

La mezcla de reaccion (HBV LC Master) contiene reactivos y enzimas para la amplificacion
especifica de una regién del genoma del VHB de 134 pares de bases (pb). Este estuche posee un

segundo sistema heterdlogo de amplificacion para identificar posible inhibicién de la RCP.
Para la amplificacion y deteccion se preparé la mezcla de reaccion consistente en:

Mezcla LightCycler (LC Master)  12uL, solucién de MgCI LightCycler (LC Mg-Sol) 3uL vy
Control Interno LightCycler (LC IC) 0,5uL para un volumen final de 15.5uL. La misma se

dispenso a razén de 15l por capilar y luego se afiadieron 5ul del ADN extraido.

Las muestras se colocaron en un equipo de RCP-TR LightCycler 1,5 System - Roche® con el
programa gue se describe a continuacion: 95°C por 20 segundos (seg.) y 45 ciclos compuestos por
95°C durante 1 seg. 55°C por 15 seg. y 72°C durante 1 seg. Para realizar la técnica se emplearon
controles internos y controles negativos en cada corrida. La emision de fluorescencia se realizo en
cada ciclo al final de la fase de hibridacion, con el canal de deteccion de fluorescencia fijado en
F2/Back-F1. El control interno se detecta en el canal F3/Back-F1. La concentracion de la curva
estandar suministrada por el fabricante oscila de 10*UI/ pL hasta 10° Ul/uL. De esta forma,
mediante la interpolacién de la los datos obtenidos de cada muestra se calcularon los valores de la
carga viral en Ul/mL utilizando la siguiente formula: (Qiagen, Manual de Operaciones artus HBV

LC PCR Kit).
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Resultados UlI/mL= Resultados UI/uL x Vol. de elusién pL/ Vol. de muestra (mL)

4.4.3.-Definiciones utilizadas en la investigacion.

Criterios de exposicion al VHB: La evidencia de exposicion fue definida por la presencia de anti-

HBc en el suero.

Criterios de seroproteccion al VHB: La seroproteccion fue definida como titulo de anti-HBs

igual o mayor a 10 UI/L. De acuerdo a este titulo la calidad de la respuesta fue clasificada en:
No respondedores: Cuando el titulo anti-HBs < 10 UI/L.
Hiporrespondedor: Cuando el titulo anti-HBs se encontraba entre 10 y 99 UI/L.

Criterios de 10B: Fue definida como presencia de ADN-VHB y anticuerpos contra el antigeno

del nicleo (anti-HBc), en ausencia del HBsAQ.

4.5.-Consideraciones éticas.

Las muestras (suero) utilizadas formaban parte de la seroteca existente en el Laboratorio Nacional
de Referencia de Hepatitis Virales (LNRHV). Cuando el médico de asistencia indico la toma de
muestra, le explicé al paciente que se le harian varios marcadores de Hepatitis B de ser necesario,
segun los resultados obtenidos. Se confecciond una base de datos con una clave para su acceso
donde se incluyeron los resultados logrados en la investigacion; accediendo a la informacién solo
los investigadores del laboratorio. Los datos obtenidos de este estudio solo fueron utilizados en
esta investigacion y para el bienestar de los pacientes. Se les informara a los médicos de asistencia
los resultados obtenidos mediante un informe técnico para que consideren la conducta a seguir con
cada paciente, hacer estudios mas profundos que completen su perfil hepatico, aplicar tratamiento

adecuado y mejorar asi su calidad de vida.
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4.6.-Anélisis estadistico.

La totalidad de la informacion fue procesada de forma automatizada. Con los datos obtenidos se
cred una base de datos en el Programa Microsoft Office Excel 2007 y para los céalculos y analisis
estadisticos se emplearon los Programas Epidat 3.1 y Epilnfo 2002.

El andlisis incluyd la estimacion de porcentajes, la prevalencia de exposicién al VHB, prevalencia
de 10B en muestras positivas al Anti-HBc en hijos de madres positivas al HBsAg para lo cual se

procedid de la siguiente forma:

Para el célculo de la Prevalencia de exposicion al VHB:

NUmero de pacientes anti-HBc (+)
Prevalencia de anti-HBc(+) = x 100
Total de pacientes estudiados

Para el calculo de la Prevalencia de Infeccion oculta por el VHB (I0OB):

NuUmero de pacientes con ADN-VHB

Prevalencia de 10B = Total de pacientes anti-HBc (+) x 100

con titulo < 50 UI/L de anti-HBs

Se realiz6 un andlisis univariado para determinar el grado de asociacion de las variables
sociodemograficas seleccionadas (edad, sexo y los diferentes titulos de anti-HBs (Anti-HBs <10
UI/L y 10-49,9 UI/L), con la presencia de 10B.

Se empled la razén de prevalencia (RP) y su intervalo de confianza (IC) 95%, como medida de
asociacién. Una vez procesados y analizados los datos, estos fueron presentados en tablas y
figuras, con el auxilio de los paquetes de programas Microsoft Office Word 2007 y Microsoft

Office Power Point 2007.
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V.-RESULTADOS Y DISCUSION.

En Cuba la infeccion por el VHB no es de alta prevalencia en relacién a otras regiones del mundo.
Desde 1992 se incorpora la vacuna anti-Hepatitis B al programa de Inmunizaciones, ademas se
vacunaron los principales grupos de riesgo de infeccion por el VHB (pacientes seropositivos al
VIH, personal de salud, diabéticos, asméticos, pacientes con enfermedades renales en estadio
terminal, entre otros). Con esta estrategia se ha logrado reducir la Hepatitis B aguda en un 99% y
desde hace varios afos, no existe la Hepatitis B aguda en los menores de 15 afios.

Gracias al desarrollo en los ultimos diez afios de técnicas altamente sensibles para la identificacion
del genoma del VHB, nace una nueva entidad conocida como I0OB que ha cobrado importancia
clinica y epidemioldgica por las complicaciones clinicas e impacto en la prevencion y control de la
Hepatitis B. En la actualidad existe un creciente interés al respecto, realizandose investigaciones
en diferentes grupos poblacionales, sanos y de riesgo.

5.1.-Prevalencia de exposicion al VHB en hijos de madres positivas al HBsAg, segun sexo y

lugar de procedencia, 2007-2012.

La prevalencia global de anti-HBc en la muestra total de nifios estudiados fue 16,8% (49/291). En
el sexo masculino 20 fueron positivas al anti-HBc total, con un 15,2% (20/132). En el sexo

femenino se constatd una positividad de 18,2% (29/159) (Tabla 5).

Al evaluar la prevalencia de exposicion al VHB por provincias, los mayores registros se ubicaron
en: Matanzas 100% (1/1), Cienfuegos y Ciego de Avila cada una con 33,3% (2/6), Guantanamo

con un 25,6% (10/39), y Holguin con un 21,7% (5/23).
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Sin embargo, el mayor nimero de casos absoluto de anti-HBc (+) se report6 en las provincias de
Pinar del Rio (14/107), La Habana (11/71) y Guantanamo (10/39) respectivamente. En las
provincias de Pinar del Rio, La Habana, Artemisa, Sancti Spiritus y Santiago de Cuba, la
prevalencia de anti-HBc oscil6 de 13,1% a 18,2%. Este indicador se igual6 a cero, en Mayabeque,

Isla de la Juventud, Villa Clara, Camagiiey, Granma y Las Tunas (Figura 3).

Tabla 5. Prevalencia de exposicién al VHB (anti-HBc) en hijos de madres positivas al HBsAg,

2007 a 2012.

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales, IPK/2007-2012
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Figura 3. Exposicion al VHB en hijos de hijos de madres HBsAg (+), segln provincias de residencia (n=291).

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012

Resultados superiores a lo que se obtuvo en este trabajo fue reportado por Bello y colaboradores
en un estudio realizado en 200 nifios cubanos de 7 meses de edad, hijos de madres HBsAg (+), de
ellos el 47,5% (105/200) fueron anti-HBc (+). No obstante, en este mismo estudio al tomarse una
segunda muestra a los 18 meses para conocer si estos anticuerpos persistian se hallaron 4/22,
18,2% infantes con anti-HBc (+) (Bello et al., 2006), siendo esta cifra cercana a la obtenida en la

presente investigacion.
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Otros estudios llevado a cabo en diferentes grupos de riesgo en pacientes de edades pediatricas
cubanos, se encontrd la prevalencia de exposicion al VHB més elevada en los nifios
hemodializados (60%), seguido por los nifios con cancer (12,5%) y la mas baja en los nifios
coinfectados con el VIH (10%) (Bello et al., 2010; Sariego, 2008).

Al comparar los resultados con la literatura internacional, encontramos que en una investigacion
similar realizada en China, zona de elevada prevalencia de HBsAg, donde se estudiaron 546 nifios
entre 1 y 7 afios, hijos de madres HBsAg (+) con inmunizacion pasiva-activa al nacimiento, se
constatd que el 3,1% tenia anti-HBc (+), un indice de positividad cinco veces mas bajo que el
detectado en este estudio (Chen et al., 2013). Este resultado aparentemente contradictorio podria
estar relacionado con la edad donde se encontrd la positividad mas elevada a los anti-HBc en
nuestro estudio, lo cual sera discutido en una seccion mas adelante.

Diversos estudios se han llevado a cabo en grupos de riesgo para la Hepatitis B en edades
pediatricas, en diferentes zonas geogréaficas. En Chile, Zubieta y colaboradores demostraron una
baja positividad del VHB en nifios con tratamiento oncoldgico, detectandose el anti-HBc positivo
el 5,9% (10/168) de los nifios estudiados (Zubieta et al., 2009). En Per( un estudio de prevalencia
del VHB en nifios con cancer arrojo una alta positividad del marcador de exposicidn del virus con
un 7,1% de casos anti-HBc (+) (Espinoza-Holguin et al., 2006). Asimismo, una elevada deteccion
de anti-HBc se detectd en nifios y adolescentes de Egipto con enfermedades hematoldgicas
malignas, encontrandose prevalencia de 33% (15/49) (Said et al., 2009). Estas prevalencias estan
relacionadas con la patologia de base de los nifios de estudio, unido a la prevalencia general del

VHB en dichos lugares.
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En Cuba se han estudiado diferentes grupos de riesgo ya sea adolescentes y adultos, en los que se
demostro6 prevalencias mas elevadas de anti-HBc.

Aunque las edades no son comparables, estos resultados nos dan una medida de la circulacién del
VHB en estos grupos de riesgo, asi como la eficacia de las estrategias de vacunacion seguidas por
las autoridades de salud en estos pacientes. Rodriguez y colaboradores (2000), en pacientes VIH
detectaron un 45,5% de prevalencia de anti-HBc. Bello y colaboradores encontraron en pacientes
adultos positivos al VIH que la prevalencia de anti-HBc fue 30,4% (Bello et al., 2011), cifra mas
baja que la anterior, relacionado posiblemente con una menor circulacion del VHB en esta
poblacion de riesgo y la efectividad de la vacunacion. Algo similar reportdé Montalvo y
colaboradores en el 2007, los cuales encontraron una positividad al anti-HBc total de 50,3% en
pacientes hemodializados cubanos. Valdivia y colaboradores 4 afios mas tarde (2011) observaron
la presencia de este marcador en 28,6% en este mismo grupo de personas, sugiriendo que la
implementacion de las estrategias de prevencion del VHB son acertados (Montalvo et al., 2007;
Valdivia, 2011).

Al evaluar la distribucion del anti-HBc segun el sexo, se detectaron cifras de prevalencia muy
similares entre ambos sexos, discretamente mas elevada en el sexo femenino. Sin embargo, Su y
colaboradores en un estudio similar en China evalué el anti-HBc segun sexos, obteniendo
prevalencias un poco mas elevada en el sexo masculino (53,2 y 46,7% en el sexo masculino y
femenino respectivamente) (Su et al., 2013).

En cuanto a la deteccion de anti-HBc por provincias, las mayores prevalencias en los nifios
estudiados se detectaron en Matanzas, Cienfuegos y Ciego de Avila. Si bien no contamos con un

estudio en diferentes provincias que sirva de referencia para comparar nuestro hallazgo, Licourt y
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colaboradores encontraron en adultos cubanos en el periodo de 2008-2009, una reactividad general
del anti-HBc de 6,8% en cinco provincias de Cuba: Pinar del Rio 3,5%, Camagiey 3,8%, Sancti
Spiritus 6,7%, Guantanamo 12,6% e Isla de la Juventud 17,6%". No existe coincidencia entre
ambos resultados, probablemente debido a la diferencia de grupos de estudio.

No obstante, existe coincidencia entre el nimero absoluto de muestras anti-HBc positivas obtenido
en el presente estudio y el porciento de prevalencia reportado por Licourt y colaboradores respecto
a las provincias de Pinar del Rio y Guantanamo. Ambas provincias constituyen excepciones en la
epidemiologia de la Hepatitis B en Cuba, encontrandose porcientos de prevalencia del HBsAg mas
elevados que la media nacional (Dra. Licel de los A Rodriguez y colaboradores. IPK, La Habana,
Cuba (comunicacion personal, 29 de Abril, 2014).

Al comparar los resultados del presente estudio, con las prevalencias de anti-HBc reportada en los
trabajos previos de Cuba, evidentemente se hace marcada la diferencia entre los valores. Ello
pudiera estar dado por dos razones fundamentales: por un lado se trata de muestras con
caracteristicas demograficas y clinicas diferentes, y por otro lado la diferencia en cuanto a los afios
de realizacion del estudio, pues la tendencia de infeccion por VHB aguda ha marcado una
importante disminucion en el pais desde el 2007 hasta la fecha (MINSAP, 2013), es de esperar

entonces que similar tendencia se observe entre estos estudios. Esta disminucion puede deberse a

*Licourt y colaboradores Evaluacion de nuevos marcadores de la infeccion de Hepatitis B en bancos de sangre
[Presentacion en Taller]. En: Taller Nacional de Hepatitis, Ciudad de la Habana, 2008-2009.
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las estrategias de vacunacion seguidas en nuestro pais para la poblacion menor de 34 afios que han

llevado a la reduccion de la morbilidad de la VHB".

5.2.-Distribucion de los anti-HBc (+) segun los titulos de anti-HBs, 2007-2012.

De los 49 sueros positivos al anti-HBc se detectaron que 22,4% (11/49) no poseian titulos
protectores de anti-HBs (<10 UI/L) y pertenecian al grupo de edad de 7 meses. El resto de las
muestras que tenian niveles de anti-HBs entre 10-49,9 UI/L (hiporrespondedores), se comportd
como sigue: 67,3% (33/49) nifios de 7 meses, 6,1% de 18 meses (3/49) y 4,1% de 5 afios (2/49).

No se detectaron nifios anti-HBc (+) a los 2 y 3 afios de edad (Figura 4).
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*Delgado G. Situacion de la Hepatitis B en Cuba [Presentacion en Taller]. En: Taller Nacional de Hepatitis,
Ciudad de la Habana, junio, 2008.
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Figura 4. Titulos de Anti-HBs en muestras positivas al Anti-HBc (+) segun edades.

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012.

Teniendo en cuenta la positividad al anti-HBc, los anti-HBs protectores con titulos entre 10-49,9
UI/L mostraron un porcentaje mayor en los nifios de 7 meses (67,3%), igualmente se observo
mayor prevalencia de los anti-HBc en esta misma edad, pudiendo deducir que este marcador de
exposicion pudiera ser de origen materno. Gussetti y colaboradores plantearon que los anti-HBc
totales transmitidos pasivamente de la madre al feto desaparecen entre 3 y 7 meses después del
nacimiento (Gussetti et al., 1983).

Dupuy y colaboradores, reportaron que de 17 nifios nacidos de madres portadoras cronicas del
VHB, el 100% poseian al nacer anti-HBc totales en titulos similares al de sus madres y que
después del seguimiento de 12 de ellos (entre 6 y 18 meses) solamente 4 negativizaron dichos
anticuerpos (Dupuy et al., 1978).

Por otra parte, se encontrd que de 6 nifios nacidos de madres HBsAg (+), con seguimiento por 12
meses, en 5 (83,3%) los anti-HBc totales no se detectaron (Zamir et al., 1999). Damiani y
colaboradores sefialaron que los anti-HBc totales se vuelven indetectables a los 18 meses
siguientes al parto (Damiani et al., 1989).

Sin embargo, las opiniones al respecto son contradictorias, Gambarin-Gelwan planteé que el anti-
HBc transplacentario puede ser detectado en un tercio de recién nacidos a los 12 meses de edad,
pero desaparecen antes de los 24 meses (Gambarin-Gelwan, 2007). Se ha sefialado también por
otros autores que los anti-HBc antes de los 2 afios con HBsAg (-), representan simplemente

anticuerpos transplacentarios de madres portadoras del VHB y que los anti-HBc aislados,
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detectados por encima de los 2 afios de edad indica infeccion pasada (Cabezas-Sanchez y Donayre,
2010).

Asi mismo, otros autores han planteado que el 100% de los hijos de madres HBSAg y HBeAg
positivas que poseian anti-HBc al nacer, lo pierden durante los 2 afios posteriores al nacimiento,
excepto en los nifios que resultaron HBsAg positivos, quienes mantuvieron titulos durante todo el

seguimiento (Poovorawan et al., 1997).

Es importante destacar, que aunque la presencia del anti-HBc, es importante para detectar una
IOB, en el 20% de los casos de 10B no hay deteccion de los marcadores anti-HBc y/o anti-HBs;

estos casos se conocen como 10B seronegativos (Rios-Ocampo et al., 2013).

Podemos concluir que la deteccion de anti-HBc puede ser de origen materno o producidos por el
nifio al enfrentarse al VHB, por otra parte, los anti-HBs son producidos por el infante en respuesta
a la vacuna o por la IGHB, si los titulos son bajos 0 no protectores pudiera deberse al consumo de
estos anticuerpos por la exposicion repetida al VHB que porta la madre positiva, no sucede asi en

el caso de los hijos de madres HBsAg (-) que tienen titulos de anti-HBs mas elevados.

5.3.-Deteccion del genoma del VHB en hijos de madres positivas al HBsAg en las muestras
anti-HBc (+)/anti-HBs <50UI/L.

Después de obtener los resultados relacionados con la presencia de anti-HBc y teniendo en cuenta
los niveles de anti-HBs (<50UI/L), parametros previamente establecidos por la literatura
internacional para demostrar la presencia de 10B; se procedio a determinar la presencia del ADN-
VHB en 43 sueros, dado que el volumen de las 6 muestras restantes fue insuficiente para realizar

la técnica.
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Se constat6 que en 6 muestras de los 43 nifios® se encontraba presente el genoma del VHB, lo que
representa una prevalencia del 14% (6/43), en las muestras que cumplian esta condicion (Figura
5). La prevalencia respecto al total de nifios nacidos de madres positivas al antigeno del virus
resulté en 2,1% (6/291). Los valores de carga viral encontrados fueron bajos y estaban entre 2,15

x 10" hasta 3,42 x 10* UI/mL, con un promedio de 2,56 x10* Ul/mL.

OADN VHB (+)

B ADN VHB(ND)

149 muestras séricas resultaron positivas al anti-HBc, pero 6 de ellas no fueron suficientes para calcular la carga viral.
Por ello, la prevalencia de 0B se calcula en base a 43 muestras de nifios.
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Figura 5: Deteccion del genoma del VHB en las muestras anti-HBc (+)/anti-HBs <50UI/L.

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012.

La IOB es una teméatica muy actual en el contexto de la clinica y la epidemiologia de la infeccion
por el VHB. En nuestro pais se han realizado investigaciones de 10B en grupos de riesgo como
son los pacientes seropositivos al VIH y en pacientes que reciben tratamiento de hemodialisis
(Bello et al., 2011, Valdivia, 2011). EIl presente estudio se realiza por primera vez en Cuba en
muestras de hijos de madres HBsAg (+) que poseen un patron serologico de ser HBsAg (-) y anti-

HBs <50 UI/L.

Estudios realizados en paises asiaticos, donde la prevalencia de Hepatitis B es superior a la
nuestra, muestran porcentajes de IOB mas elevados que lo encontrado en el presente estudio. En
Iran, una regién con prevalencia de baja a intermedia al HBsAg, encontraron que 21/75 nifios de
madres HBsAg (+), y con titulos de anti-HBs >10 Ul/ml poseian IOB. El 28% de estos infantes a
pesar de estar previamente inmunizados con IGHB y con la vacuna anti-Hepatitis B, tenian
presencia de ADN. De los nifios con 10B, el 24% eran ademas anti-HBc (+) (Shahmoradi et al.,
2012). Nuestros resultados contrastan con este autor en que el 100% de las muestras a las que se
les realizo deteccion de ADN eran anti-HBc positivas, sin embargo, son similares en el sentido que

la IOB es mas frecuente en nifios con titulos de anti-HBs >10 Ul/ml.

En un estudio realizado en la India en 222 hijos de madres HBsAg (+), a los cuales se les aplicd
vacuna recombinante al nacer y al azar IGHB y placebo, el 64% desarrollo IOB, mas comun en el

grupo con IGHB, esto pudiera deberse a la presencia de cepas atipicas mutadas bajo la presion
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inmune que ejerce la IGHB. Este autor concluye que la administracion de vacuna conjuntamente
con IGHB en nacidos de madres HBsAg (+) no es efectiva para impedir la 10B en estos nifios, lo

cual puede estar presente hasta un 40% a los 24 meses de edad (Pande et al., 2013).

En nuestro pais se aplica la IGHB desde el afio 2008, por tanto, se justifica el estudio de IOB en

estos nifios que reciben tanto IGHB como vacuna, asi como el seguimiento serol6gico y molecular.

En China, Su y colaboradores obtuvieron resultados de 10B en nifios de madres portadoras al
HBsAg en el 4,9% (9/183) y sus cargas virales se extendieron desde 10° a 10’ UI/mL, de ellos 6
tenian titulos de anti-HBs menores de 100 UI/L. Estos nifios recibieron vacunacion contra la
Hepatitis B (Su et al., 2013). Estos resultados son superiores al encontrado por el presente estudio
y puede estar relacionado en que China es un pais de elevada prevalencia de HBsAg.

En un estudio realizado en Indonesia, en nifios escolares sanos buscando el estado seroldgico y las
caracteristicas virologicas del VHB, se detectdé ADN-VHB en 5 de 222, con marcador HBsAg (-),
lo cual sugiere la presencia de IOB en estos casos (Utsumi et al., 2010). Las cepas poseian una
mutacion en la region del genoma que codifica para el gen S (T1261). Otros autores han
encontrado presencia de mutaciones en las cepas relacionadas con la 10B, Shahmoradi y
colaboradores en el 2012 encontraron que el 62% de las cepas poseian al menos una mutacion en
regiones relacionadas con la actividad inmune, de ellas la mutacion G145R fue encontrada en 10
nifios. La busqueda de cepas mutantes de escape a la vacuna ha de ser una de las prioridades de los
paises que utilizan IGHB y vacuna anti-Hepatitis B, con vistas a garantizar una eficaz prevencion
de esta entidad.

En diferentes nifios con riesgo se ha explorado la presencia de 10B. En un estudio de corte

trasversal realizado en Espafia en nifios infectados con VIH se obtuvo que el 2,4% (6/254) de los
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casos presentaron 10B (Dapena et al., 2013). En Egipto se evalu6 el predominio de 10B en nifios y
adolescentes con enfermedades hematoldgicas malignas, de 51 nifios y adolescentes estudiados, en
21 de ellos se detectd 10B (Said et al., 2009). Estos resultados avalan que el estudio de 10B se
realice en otros nifios cubanos de riesgo.

Como plantean otros autores, generalmente la carga viral detectada en los casos de 10B es
frecuentemente baja. Shahmoradi y colaboradores en el 2012 mostraron que la carga viral de los
casos de 0B tenia un rango entre 77 y 9,24 x 10° copias/mL, mientras que Ni y colaboradores en

Taiwan mostro valores de carga viral de hasta 10° copias/mL.

Otras investigaciones son consistentes con estos valores (Shire et al., 2004; Tsui et al., 2007;
Lukwaneri et al., 2009). Se ha planteado que el genotipo de VHB circulante en la region de

estudio podria estar relacionado con la carga viral encontrada en las IOB (Ni et al., 2012).

Mutaciones en el gen C y su promotor que podrian estar relacionadas con una baja carga viral
(<200 Ul/mL). El cambio més frecuente es la doble mutacion T1762A/A1764G, la cual se ha
relacionado con la disminucion en la sintesis del ARNpg y como consecuencia disminucion en el
nivel de sintesis de core y la polimerasa y ademas menor niumero de copias molde para la

generacion de nuevos genomas virales (Parekh et al., 2003).

En cuanto a la presencia de genoma del VHB y los titulos de anti-HBs, se encontré mayor
presencia de ADN-VHB en los titulos anti-HBs entre 10-49,9 UI/L (66,7%). Sin embargo, llama la
atencién que esta cifra fue menor en aquellos que presentaron titulos inferiores a 10UI/L, pues

estos se encuentran totalmente expuestos a la posibilidad de infectarse por el VHB (Tabla 6).
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Tabla 6. Presencia de ADN del VHB en hijos de madres positivas al HBsAg segun titulos de Anti-

HBs.

Abreviatura: ND, no detectable

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012.

Aunque el anti-HBs esta considerado como el marcador clasico de proteccion adquirida ya sea, a
partir de infeccion pasada resuelta 0 mediante la vacunacidn, en algunos casos sin embargo, se ha
detectado ADN viral en pacientes que poseian baja inmunidad contra el HBsAg (Nebbia et al.,
2007; Jardim et al., 2008). Esto puede estar relacionado con la infeccion por mutantes de escape a

la vacuna, ya referido anteriormente.

Estudios previos han demostrado que anticuerpos anti-HBs desempefian una importante funcién en
la proteccién de individuos infectados por el VHB (Calmus et al., 1994). Investigaciones

realizadas en pacientes con 10B han demostrado que los niveles en suero de inmunoglobulina G
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(19G) vy el factor C4 del sistema del complemento, son significativamente menores en pacientes
con 10B comparado con casos con aclaramiento viral (Arababadi et al., 2012). Asi mismo, se ha
descrito que pacientes con 10B con anti-HBc detectables en suero tienen un respuesta eficiente de
células T de memoria, lo cual se asocia a memoria protectora; mientras que pacientes con 10B
negativos para anti-HBc presentan una inadecuada maduracion de células T de memoria (Zerbini

et al., 2008).

Se ha sugerido que la respuesta inmune es diferente entre individuos con IOB e individuos que
logran el aclaramiento viral. En estudios recientes, se han evaluado los niveles de citoquinas y
quimioquinas en pacientes con 10B y se ha demostrado que estos pacientes presentan mayores
niveles de interleuguina-10 (IL-10) e IL-17A, comparado con pacientes con resolucion de la
infeccidn y controles sanos. La IL-10 es considerada una de las principales citoquinas involucradas
en la regulacion negativa de la respuesta inmune celular contra las infecciones virales, mientras
que, la IL-17A inhibe la apoptosis de hepatocitos infectados, por lo que favorece la persistencia
del VHB; ademas la IL-17 tiene un efecto antagonista sobre la IL-12 y la expresion de interferon
(INF-y). Se ha observado que pacientes con IOB no presentan diferencias significativas en la
expresion de IL-12 comparado con individuos sanos y con infeccion resuelta, por el contrario los
niveles de I1L-10, IL-17 e INF-y son reducidos (Arababadi et al., 2010; Arababadi et al., 2012).
Factores genéticos relacionados con el hospedero podrian interferir con la expresion de citoquinas,

por lo que se podrian correlacionar con la falta del aclaramiento viral en la 10B.

En nuestro estudio la prevalencia de 10B fue de 2,1% en un total de 6 casos de nifios anti-HBc
positivos y carga viral detectable. EI namero de infecciones ocultas es similar en ambos sexos, con

porcentajes de 2,3y 1,9 en los sexos masculino y femenino respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 7. Prevalencia de Infeccion oculta por el VHB en hijos de madres positivas al HBsAg segln

SEXO0S.

3 2,3%
3 1,9%
6 2,1%

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012.

En la Hepatitis B abierta (con marcador HBsAg positivo), las personas del sexo masculino tienen
mas probabilidades de hacerse portadores cronicos del VHB que el femenino (Li et al., 2012).
Existen pocos reportes en la literatura que relacionen la prevalencia de 10B segln sexos en la edad
pediatrica, Shahmoradi y colaboradores (2012) encontraron que de 21 nifios hijos de madres
HBsAg positivas con 10B, el 57,1% eran del sexo masculino. Sin embargo, de 5 escolares con

I0B en Indonesia, el 80% eran del sexo femenino (Utsumi et al., 2010).

En la poblacién adulta, un estudio en Colombia en pacientes seropositivos al VIH encontré 10B en
un paciente masculino (Polo et al., 2010), en tanto que en Egipto el 100% de los adultos con

infeccién dual (10B y VHC) eran del sexo masculino (Emara et al., 2010). En una investigacion
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buscando 10B en pacientes de alto riesgo (seropositivos al VIH y hemodializados), el 62,5% de

los mismos eran del sexo masculino (Hamkar et al., 2010).

5.4.-Relacion entre la presencia de infeccidn oculta con algunas variables sociodemogréficas.

En los niflos seleccionados para detectar I0B se analizaron variables que permitieron
caracterizarlos demograficamente (Tabla 8). A pesar de no existir asociacion significativa entre la
IOB vy las variables sociodemograficas seleccionadas, se identifico6 mayor riesgo de adquirir una

IOB en el sexo masculino (RP=1,52 (IC 95%: 0,34-6,71).

Al analizar los niveles de anti-HBs, se demostréd que los nifios estudiados, con anti-HBs <10 UI/L
tuvieron 1,88 (IC 95%: 0,4-8,72) veces mayor probabilidad de tener IOB que el resto de los casos
con titulos superiores. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la 10B es frecuente en

las muestras con bajos niveles de seroproteccion anti-HBs (<10 UI/L).

Es importante resaltar, que en ninguna de las correlaciones realizadas se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, lo cual se corresponde plenamente con lo reportado por otros
estudios nacionales y foraneos (Mina et al., 2010; Bello et al., 2011; Valdivia, 2011; Shahmoradi

et al., 2012), y que podria deberse a la intencionalidad selectiva de las muestras.
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Tabla 8. Positividad al ADN-VHB en hijos de madres positivas al HBsAg segun variables

sociodemograficas y anti-HBs.

3(17,6)

17 1,52 (0,34-6,71)

3(11,5) 26
2(22,2) 9 1,88(04-872)
4 (11,8) 34

Fuente de datos: Laboratorio Nacional de Referencia de Hepatitis Virales. IPK/2007-2012

Su y colaboradores no encontraron diferencias estadisticamente significativas en la edad o sexo
entre los infantes con 10B con los que no lo presentaban. Tampoco encontraron diferencias en
otros factores tales como: dosis de vacuna anti-Hepatitis B, anti-HBs, anti-HBc y seroconversion a

HBeAg de la madre. Un factor que se ha asociado a la presencia de 0B en nifios en zonas de
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elevada prevalencia de HBsAg es la carga viral materna, la cual se considera como el mayor factor

de riesgo para la infeccion ya sea abierta u oculta por el VHB (Su et al., 2013).

En diferentes grupos de riesgo en adultos en la literatura internacional se ha demostrado relacion
con la 10B. En estudio realizados en Canada no se encontrd asociacion alguna entre la 10B y
variables sociodemogréaficas como el sexo y el color de la piel (Minuk et al., 2004). En Turquia,
un grupo de investigadores demostré que ademas de el sexo, el tiempo de didlisis y la infeccién
por el VHC, no guardaban relacidn significativa con este tipo de enfermedad (Yakaryilmaz et al.,
2006), asimismo en otra observacion tampoco se hall6 evidencia de que la I0B dependiera de
alguna de estas variables (Kanbay et al., 2006). En Italia, una investigacion acerca de la 10B
plantea que ésta no esta vinculada estadisticamente al tiempo de dialisis o a alguna variable

sociodemograficas en los pacientes HD (Fabrizi et al., 2008).

La IOB esta considerada hoy en dia como una infeccién emergente, su génesis es multifactorial,
donde intervienen factores del virus y del huésped. Los mecanismos de patogénesis de la 10B
propuestos incluyen: i) variabilidad genética del VHB, ii) integracion del genoma viral al genoma
celular, iii) regulaciéon transcripcional del minicromosoma por mecanismos epigenéticos, iv)
respuesta inmune del hospedero, y v) coinfecciones por el VIH y el VHC (Rios Ocampo et al,

2013).

Factores virales como las mutaciones en el gen C pueden llevar a modificaciones antigénicas y
alteraciones en el nivel de sintesis de las proteinas del VHB y del ARNpg; esto se podria asociar
con la no deteccidn de antigenos virales mediante las técnicas diagnosticas. También mutaciones

en la region pre-S1 pueden disminuir el nivel de expresion del HBsAg y por tanto afectar la
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formacion de nuevas particulas virales; esta secuencia contiene un elemento regulador (Promotor
preS1), el cual estimula la sintesis del ARN subgenomico de 2.4 kb (Ni et al., 2012; Chisari et al.,

1987).

Otro de los mecanismos que podria estar implicado con la OBI, es la integracion del genoma del
VHB en el genoma celular; la integracién del genoma viral puede resultar en la pérdida de la
expresion de antigenos virales como el HBsAg, reduccion en la produccién de nuevos viriones y

disminucion de la carga viral (Raimondo, 2007).

Se ha sugerido que la respuesta inmune humoral y celular es diferente entre individuos con OBI e
individuos que logran el aclaramiento viral. Este tema es de especial importancia ya que muchos
de los grupos de riesgo estudiados buscando 10B poseen alteraciones de la respuesta inmune por

su enfermedad o condicion de base (VIH, Hemodializados, hemofilicos, drogadictos, entre otros).

Es importante considerar en la génesis de la 10B, la llamada interferencia viral, como un factor
que influencia negativamente la replicacion del VHB y la expresion del gen. Esto se ha observado
en la coinfeccion con otros virus, como es el caso de la coinfeccion con el VHC (Vildézola y
Salinas, 2009). Sin embargo, es importante comentar que en este estudio no se le realizo a los
sueros anticuerpos al VHC y VIH por lo que no podemos descartar que algunas de estas variables

hayan influido en los resultados de este trabajo (Bello et al., 2010).

Por otro lado, la relevancia clinica de la 10B radica en el impacto en diferentes situaciones como
la posibilidad de transmisién de esta infeccion, la reactivacion, el efecto que pudiera tener en
pacientes con enfermedad hepatica crénica y la probabilidad de relacionarse con el carcinoma

hepatocelular.
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Para finalizar, segin los datos aportados por la presente investigacion sugerimos que el
seguimiento de los hijos de madres HBsAg (+), debe incluir aquellos que sean positivos al anti-
HBc total en ausencia de HBsAg, buscando 10B y posteriormente las mutantes de escape que
puedan existir a pesar de la inmunizacién pasiva-activa. Esta estrategia de diagndstico contribuira
a prevenir o disminuir el riesgo de infeccion, la presencia de secuelas y la transmisién del VHB en
este grupo de riesgo. Investigaciones futuras deberan realizarse para verificar la presencia de otros

mecanismos involucrados en la patogenesis de la I10B.
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VI.-CONCLUSIONES

1.- La prevalencia del marcador de exposicién al VHB es intermedia, predominando en el sexo

femenino.

2.- Se identifica una mayor exposicion al VHB en las provincias Pinar del Rio, La Habana y

Guantanamo.

3.- Los anti-HBc en la muestra estudiada en su mayoria son de origen materno, ya que el mismo

predomind en los nifios de 7 meses de edad con bajos titulos de anti-HBs.

4.- Se identifica que la mayor probabilidad de tener IOB es para los nifios del sexo masculino y

con titulos no protectores de anti-HBs.

5.- Se detecta I0OB en los hijos de madres positivas al HBsAg estudiados, lo que demuestra que a

pesar de la vacunacion tienen riesgo de contraer la infeccion por el VHB.
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VII.-RECOMENDACIONES

1. Informar al MINSAP los resultados obtenidos en el estudio con vista a evaluar y
perfeccionar las estrategias de control y prevencion de la 10B por consulta especializada de

Gastroenterologia pediatrica.

2. Realizar anti-HBc a los hijos de madres HBsAg (+) que sean HBsAg (-) y que tengan anti-
HBs menor de 50 UI/L, buscando 10B, factor importante para la futura eliminacion en Cuba de

la Hepatitis B.

3. Dar seguimiento de las muestras con ADN-VHB a través de futuros estudios de
secuenciacion que permitiran identificar genotipos y subtipos circulantes en el pais, asi como

variantes moleculares que escapen de la vacunacion contra el virus.
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Anexos

IX.-ANEXQOS

Anexo 1: Organizacion genémica del VHB
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Anexo 1. Organizacion gendémica del VHB. EI crADN del VHB se representa con un circulo de 3200 kb; con los
simbolos (-) y (+) se indican las cadenas negativa y positiva respectivamente. Las flechas superiores muestran la
linearizacion del genoma en el nt 1600. El genoma del VHB contiene 4 ORFs (indicados con las flechas en angulo de
90°) bajo la accién de cuatro promotores (Promotor de Core, preS1, preS2/S y promotor de X) y dos regiones
potenciadoras | y Il representados con los rectdngulos grises. Sobre el genoma linearizado se muestran tres islas CpG;
laisla CpG | se expande a través del coddn de inicio del gen S, la isla CpG 11 sobre el potenciador 1y la isla CpG Il
en el codon de inicio del gen de la polimerasa. En la parte inferior se presentan los 5 ARNs mensajeros transcritos y

las proteinas codificadas a partir de cada uno (Rios-Ocampo et al., 2013).



Anexo 2: Ciclo de replicacion.
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Anexo 2. Ciclo de vida intracelular del VHB. ADNccc: ADN circular covalentemente cerrado; ARNm HBs:

ARNm del VHB; ER: reticulo endoplasmatico; pol: polimerasa (Gerlich et al., 2010).




