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I - INTRODUCCION



En 1961 Allison y Blumberg comenzaron un estudio siste
m&tico del suero de enfermos transfundidos para tratar de -
descubrir nuevos sistemas polimérficos. Penssaban que estos
enfermos habrfan desarrollado anticuerpos contra protefnas
presentes en la sangre recibida y que ellos habrfan hereda-
do o adquirido previamente. Para ello utilizaron el método
de doble difusién en gel de agar (técnica de Ouchterlony) -
poniendo el suere de los sujetos transfundidos en el poci--
1lo central y el pénel de sueros probados en los pocillos -

periféricos.

Dado que los polimorfismos humanos varfan enormemente
en su frecuencia segin las poblaciones, utilizaron sueros -
de sujetos de lugares muy diversos. Pronto encontraron que
el suero de un paciente transfundido (C. de B.) contenfa un
anticuerpo precipitante que reaccionaba con algunos de los
sueros frente a los cuales fué probado. Comprobaron que es--
te antisuero definfa un sistema de especificidades antigé--
nicas en las beta-lipoprotefnas (Blumberg y cols. 1964). Es
te fué designado sistema Ag y desde entonces se han descri-

to una serie compleja de especificidades en &1,

Esto estimulé la bdsqueda de nuevos sistemas y asf --
en 1963 vieron la aparicién de una 1fnea de precipitacién -
al reaccionar la sangre de un enfermo con hemofilia con un
solo suero de los 24 frente a los que fué probado. Este sue

ro era de un aborigen australiano (Blumberg, 1964), por lo
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que siguiendo una préctica comin en genética humana utiliza
ron un término geogréfico "Antfgeno Australia” (Au (1)) pa-
ra su denominacién., Apoyaba el que ésto fuera una reaccidn
antfgeno-anticuerpos 1) Que entonces sflo se encontré el =-
"anticuerpd" en enfermos politransfundidos.

2) Que se vié que lo que reaccionaba -
de estos sueros era una 1Ig G.

3) Que si se inmunizaba a conejos con
suero conteniendo Au (1) desarrollaban anticuerpos especffi
cos idénticos a los presentes en los sueros de politransfun

didos (Melartin y Blumberg 1966).

Quedaba entonces por determinar la razén por la cual
un hemofflico de Nueva-York presentaba anticuerpos contra =
un antfgeno presente en un aborigen australiano. Para ello
hicieron numerosos estudios de poblaciones encontrdndose --
que el antfgeno Au(l) es raro en Norteamérica y Norte de -
Europa pero mucho mids frecuente en pafses tropicales y del
sureste asiitico. (Blumberg y cols. 1970). Vieron también -
que era mucho m&s frecuente en enfermos leucémicos que en -
otras enfermedades (Blumberg y cols. 1965). Pensaron enton-
ces que el antfgeno Au(l) podfa ser una manifestacién del -
proceso leucémico que producirfa alteraciones de las beta--
lipoprotefnas del suero haciendo variar su configuracién an-
tigénica, o bien que estarfa relacionado con un supuesto --
virus productor de la leucemia (Blumberg y cols., 1965). Para
probar lo primero hicieron estudios de purificacién, caracte

rizacién y comparacién del antfgeno Au(l) con las beta-1lipo-
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protefnas (Alter y Blumberg 1966). Los resultados mostraron
que el antfgeno Au(l) estaba relacionado con las beta-lipo-
protefnas pero que era claramente distinto de ellas. En ==
efectb tenfa la misma movilidad electroforética pero posefa
mucho menos lfpido y su densidad‘era mucho mayor (entre --
1,063 y 1,3). Por inmunodifusién frente a un antisuero aprg
piado no mostraban identidad antigénica. Sin embargo el es-
tudio de numerosos enfermos leucémicos sf mostraba una rela
cién entre el antfgeno Au(l) y esta enfermedad. Se estudié

entonces la frecuencia de antfgeno Au(l) en aquellas pobla-
‘ciones predispuestas a padecer leucemias, especialmente en

mong8licos que tienen un riesgo de hasta 100 veces superior
que las personas normales. En ellos, si estaban internados

en grandes instituciones, la incidencia de antfgeno Au(l) -
era muy elevada (Blumberg 1966) (Blumberg y cols. 1967) ---
(Sutnick y cols. 1968) (Melartin y Panelius 1968). Se consg
gufan asf grupos de enfermos antfgeno positivos ficilmente

asequibles al estudio. Blumberg analizindolos periédicamen

te vié que aquellos que habfan sido positivos la primera --
vez segufan siéndolo, y los que habfan sido negativos per--
sistfan negativos. En 1966 sin embargo uno de sus pacientes
(J.B.) previamente seronegativo se hizo positivo. Simultg--
neamente presenté un cuadro de hapatitis. También uno de --
los miembros de su laboratorio (B.W.), presenté antfgeno --
Au(1l) positivo transitoriamente y a continuacién un cuadro

de hepatitis. Esto le llevS a relacionar por primera vez eg

ta enfermedad con el antigeno Au(l) en un primer estudio de



48 sujetos sospechosos de padecer una hepatitis encontré -
10 antfgeno Au(l) positivos (Blumberg y cols. 1967). Pron=
to otros autores confirmaron esta asociacién (Vierucci y -
cols. 1968; Okochi y Murakami 1968; Nordenfelt y Kjellen -
1969).

Por éu parte Prince (1968) describié un antfgeno -
que 1llamé SH (de hepatitis éérica) en enfermos con hepati-
tis post-transfusional y que no existfa en las hepatitis -
infecciosas. Pronto compardndolo con el antfgeno Au(l) de ::i+
Blumberg pof inmunodifusién comprobd que daban una 1fnea -
de identidad, viendo asf que se trataba en realidad del mis

mo antfgeno (Prince 1969; Mc Collum 1969).

En un principio se comunicé la asociacién del anti-
geno Au(l) tanto en la hepatitis sérica como en la epidémi-
ca (Blumberg y cols 1968); Wright y cols. 1969; Gocke y Ka-
vey 1969). Sin embargo estudios posteriores desmostraron --
que el antfgeno Au(l) estaba relacionado con la hepatitis -
sérica (Giles y cols 1969; Krugman y Giles 1970) pero no apa
recfa en brotes de hepatitis epidémica (Chang y O°Brien --
1970; Méeley y cols. 1970).

La relacidén entre la aparicién de antfgeno Au(l) y
hepatitis, la incidencia mucho mayor del antfgeno en enfer-
mos mongSlicos ingresados en instituciones que en aquellos
que permanecfan en sus casas y finalmente la observacién al
microscopio electrénico de partfculas semejantes a virus -

en el suero de enfermos antfgeno Au(l) positivos (Baver y



y cols., 1968; Barker y cols. 1969; Zuckerman 1969) apoya-
ban que el antfgeno Au(l) sea o esté relacionado con un vi

rus.,

I-1) IERMINQLOGIAL

Cuando Blumberg descubrid por primera vez el antf-
geno buscando nuevos sistemas polimérficos 1lo design& con
un término geogridfico siguiendo una préctica comin en geng
tica humana. Esta denominacién de Antfgeno Australia y su
abreviatura de Ag Au(l) ha sido la mis utilizada a lo lar-
go del tiempo. Sin embargo dada la gran importancia de la
partfcula en la hepatitis fueron surgiendo nuevos términos
que indicaban su relacién. Asf Prince (1968)) la llamé an-
tfgeno de la hepatitis sérica (SH) y posteriormente se au-

maron ambas denominaciones: Antfgeno Au/SH.

Al observarse que se podfa transmitir por otras --
vias adem&s del suero, este término fué cayendo en desuso
y surgid el de antfgeno asociado a la hepatitis (HAA) (Mac
Collum 1969) que fué adoptado en una conferencia en la uni

‘versidad de Yale en Junio de 1969.

Finalmente sufgié el de Antfgeno de la hepatitis.

B (Antfgeno HB) que parece el m&s apropiado pues subraya la

relacién entre el antfgeno y este tipoe de hepatitis., En
1972 el subcomité sobre hepatitis del National Research --

Council Norteamericano recomend§ el término (Krugman 1972).



Recientemente (1973) la OMS también ha recomendado la deng
minacién de Antfgeno HB y anticuerpo HB (Ag HB y Ac HB), -
que es la mds utilizada actualmente y la que nosotros em--

plearemos de ahora en adelante.

I-Z) CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS.

Los primercs trabajos de caracterizacién (Alter

~ y Blumberg 1966) mostraren que el Ag HB era una macromolé-
cula que aparecfa en el primer pico de una cromatograffa =
del suero con Sephadex G-200, tenfa una movilidad de alfa
globulina en electroforésis, parecfa tener una pequeiia can
tidad de 1fpido pues daba una reaccién débil con Sudan ne-
gro, y se diferenciaba de las otras lipoprotefnas por su -
reactividad inmunolégica y su densidad. Era mds denso que

las beta-lipoprotefnas sedimentando con densidades entre -
1,063 y 1,3 y mds ligero que la mayor parte de las protef-
nas del suero que se encontraban en las fracciones de den—

sidad mayor de 1,3.

I-2-1) COMPOSICION

Cuando dos afios mids tarde fué observado por pri-
mera vez al microscopio electrénico, su aspecto hizo pen--
sar que se trataba de un virus (Bayer y cols, 1968). Se in
tenté entonces comprobar si contenfa £cidos nucleicos. Los
primeros resultados fueron negativos empleando métodos ca-

paces de ‘detectar un contenido de DNA y RNA del 1 y 10% -

respectivamente sobre la cantidad total de protefna (Mill
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man y cols. 1970). M&s tarde Jozwiak y cols. (1971) con -
el método de Mejbaun encontraron un 5% de RNA y un pico -
en el espectro de absorcién en los 260 nmm que achacaron -
también al contenido en RNA., Los tests colorimétricos para
DNA fueron negativos, Posteriormente Millman y cols. (1971)

han confirmado estos resultados.

Jozwiak y cols. (1971) estudiaron también el contenj
do porcentual de protefna y 1lfpidos. Concluyeron que la --

composicién era:

- Protefna: 70%
- Lfpidos: 25%
- RNA: 5%

Vyas y cols. (1972) estudiaron el contenido en pép
tidos y aminodcidos del antfgeno HB. Para ello obtuvieron
por Ultracentrifugacién en gradientes de C1Cs partfculas
de 20 nm de Ag HB sin contaminacién con protefnas plasma-
ticas. Esta muestra la trataron con dodecilsulfato sédico,
mercaptoetanol y fosfato s8dico obteniendo dos subunidades
de PM 25000 y 32000, lo que confirma los estudios previos
de Gerin y cols. (1971) que tras un tratamiento similar ob
tenfan dos polipéptidos de PM 26000 y 32000 en cantidades
seme jantes y otra protefna en cantidad mucho menor de PM -
40,000, En el estudio de amino&cidos que realizaron encon-
traron un contenido elevado de leucina, prolina y serina

y bajo en tirosina (ver tabla I.).
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Residuo Moles Residuo Moles

% %
Lys 1,9 Ala 3,6
His 0,7 Cys 6,5
Arg 2,6 Val 5,1
Asp 5,5 Met 2,7
Thr 8,2 Ile 5,5
Ser 11,1 Leu 12,5
Glu 5,5 Tyr 2,3
Pro 12,3 Phe 5,9
Gly 7,5 Gle N trazas

Tabla I: Contenido en amino&cidos del antfgeno HB:
Media de 3 determinaciones (Vyas GN, Williams EW, Klaus ==
GGB, Bond HE, J. Inmunols. 108,1117, 1972).

La sorpremdente resistencia al calentamiento y a =--
las proteasas hizo pensar que podfa tener carbohidratos co
mo elemento estabilizapte de la molécula, o como determi--
nante antigénido. Esto fué estudiado mediante tratamiento
con periodato y anilisis qufmico (Burrell y cols., 1973), -
A través de estos estudios parece que las partfculas de Ag
HB de 20 nm contienen cantidades significativas de carbohi
dratos y que éstos son necesarios para la actividad serold

gica del determinante antigénico principal.

I-2-23 DENSIDAD:

Despues de los primeros trabajos de Alter y Blum--
berg (1966) que indicaron que la densidad debfa hallarse -
entre 1,063 y 1,3 estudios posteriores en gradientes de --
diversas sustancias han mostrado que el antfgeno HB forma:

una banda en densidades entre 1,15 y 1,27 (ver tabla II).
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DENSIDAD

BrK Sacarosa ClCs Tartrato K

Alter y Blumberg(1966) 1,063-1,3

Gerin y cols(1969) 1,16 1,20 1.15
Barker y cols(1969) 1,22-1,27
Millman y cols(1970) | 1,21

Kim y Tilles(1973) 1,17 1,216

Tabla II: Determinaciones de la densidad del Ag HB,

1-2-3) COEFICIENTE DE SEDIMENTACION.

AR S IS E RSN EE R RS

La primera determinacién fué hecha por Gerin y cols,
(1969) obteniendo un resultado de SOZO.w de 110 en un gra--

diente de sacarosa. Estudios posteriores han mostrado que -
ese resultado es falsamente alto, probablemente por agrega-
cién del Ag HB. Asf los mismos autores en una publicacién -
posterior dan 5%, \, de 54 (Gerin y cols 1971) y Kim y Ti--
1lles (1973) dan un valor de S%, = 40,2,

I-2-4) COEFICIENTE DE DIFUSION

R EEEaSTarEERERECERESERR

S68lo ha sido calculado por Kim y Tilles (1973) obte-

niendo un valor & 202 C de: 2,278 x 10'7 cm2 3'1.

I-2-5) PESO MOLECULAR.,

Ya Alter y Blumberg (1966) al observar que en una -
cromatograffa en Sephadex G-200 el Ag HB salfa en el pico
exclufdo, predijeron un PM elevado. Kim y Tilles (1973) -



calculidndolo por la ecuacidn de Svedberg lo cifran en 2,4

x106 °

I-3) METODOS DE PURIFICACION:

La purificacidn del antfgeno HB ha sido consegui-
da en general partiendo del suero de enfermos portadores.
Para ello se han aprovechado aquellas propiedades del antf
geno que mds le diferencian de las protefnas séricas. Es=--

tas propiedades son:

Su peso molecular elevado.

Su densidad homogénea.

Su resistencia al tratamiento enzim&tico.

Su movilidad electroforética.

Blumberg y cols. tras sus primeros trabajos de ca--
racterizacién del antfgeno desarrollaron un método de puri
ficacién en el que servian ya de algunas de estas propieda
des. E1 m&todo consta de cinco pasos (Millman y cols.1970):
1) Ultracentrifugacidén del suero 18 horas a 300,000g.

2) Tratamiento enzimitico con amilasa, lipasa, neuraminida
sa, tripsina, fosfolipasa C y pronasa.

3) Filtracidén en gel (Sephadex G-200).

4) Ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa.

5) Ultracentrifugacién en gradiente de cloruro de Cesio.

Gerin y cols. (1971) simplificaron el método utili



zando Unicamente tres pasos; los dos primeros consistentes
en ultracentrifugaciones en gradiente de clbruro de Cesio
y el dltimo en separacién en gradiente de densidad de saca
rosa. Este método fué adaptado para el aislamiento en gran
escala del Ag HB a partir del suero utilizando rotores de

ultracentrffuga de gran capacidad.

con ligeras modificaciohes este método de purifica
cién del antfgeno HB por ultracentrifugacién en gradientes
de C1 Cs y sacarosa ha sido utilizado por numerosos auto=-
res (Vyas y cols. 1972; Lander y cols. 1972; Burrel y cols
1973; Imai y cols 1974.). Otros sin embargo han conseguido

la purificacién por otros métodos:

- Sukeno y cols (1972) siguen el método de Blumberg (Mill-

man y cols. 1970) introduciendo al final una cromatograffa
en DEAE-celulosa para completar la purificacién.

- Jozwiak y cols (1971) para sus estudios sobre la presen-
cia de &cidos nucleicos en el Ag HB, lo purifican mediante
electroforesis preparativa en bloque de almidén seguida de
filtracién en columna de Sephadex G-200,

- Frei v cols (1973) purifican el antfgeno HB por un proce
dimiento en cuatro pasos que comprende primero una precipi
'tacién del suero Ag HB positivo con sulfato aménico satura
do al 20%, seguida de una nueva precipitacién del sobrena-
dante con sulfato aménico saturado al 50%. Ambos precipita

dos disueltos en agua destilada son dializados frente a «--
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TRIS-C1Na 0,3 M y filtrados por Sephadex G-200., Las frac-
ciones Ag HB positivas son concentradas y separadas en =--
electroforesis en bloque de agarosa. Finalmente completan
la purificacién con una ultracentrifugacién en gradiente

de sacarosa.

-Kim y Tilles son los primeros en estudiar la resistencia
del Ag HB frente a la pepsina y en utilizar este tratamien
to como primer paso para su purificacién. Esta la comple--
tan por una ultracentrifugacién en gradiente de sacarosa.
(Kim y Tilles 1973).

- Houwen y cols (1973) logran eliminar totalmente las pro-=
tefnas del suero mediahte inmunoadsorcién tras una purifi
cacién previa mediante ultracentrifugacién seguida de cro-

matograffa en Sepharosa 4B.

Como vemos todos los métodos empleados son técnica
mente complejos y de larga duracidén no existiendo un méto-

do standard para purificar el antfgeno HB.

I-4) CRITERIOS DE PUREZA;

Tras los m&todos de purificacién referidos los di
versos autores comprueban la pureza del Ag HB resultante
por tres métodos principales:

- Inmunodifusién e inmunoelectroforesis con anticuerpos
contra las protefnas del suero humano. Son'métqdos especf-

ficos y de gran sensibilidad, especialmente el primero de
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ellos. Son los md&s utilizados (Millman y cols 1970; Vyas
y cols 1972; Gast y cols. 1973; Frei y cols. 1973).

- Electroforesis en gel de poliacrilamida. Utilizado
por Gerin y cols. (1971) y Kim y Tilles (1973). Es un =--
método muy sensible para detectar protefnas séricas, pe-
ro con el inconveniente de que las de mayor tamafio pueden
no penetrar en &1 (macroglobulinas y el propio Ag HB).

- Inmunizacién de animales (conejo, cobaya) con la pre
paracién purificada y comprobacién de que d4 lugar a un -
antisuero monoespecffico (Gast y cols. 1973). Es el méto-
do m&s sensible si las condiciones de inmunizacién son --

adecuadas,

I-5) MORFOLOGIA:

Bayer y cols. en 1968 describieron por primera --
vez partfculas con caracteres morfolégicos semejantes a -
algunos virus en sueros antigénicos. Estas partfculas de
un didmetro de 180-210 & eran en su mayorfa esféricas, --
existiendo otras alargadas con una longitud variable en--
tre 500 y 2.300 &. A1 afadir Ac HB observaron que reac--
cionaban especfficamente con estas partfculas agregdndo--
las., Estudios mids detallados (Barker y cols 1969) permi--
tieron demostrar que las partfculas esféricas estaban ---

compuestas por subunidades de 30 R de didmetro.

Poco despuds se describié un método sencillo =--



(Hirschmann y cols 1969) utilizando la agregacién de las
partfculas al afiadir anticuerpos, para, detectarlas en =-=-
sueros de enfermos. Para ello es suficiente sedimentar--
las por centrifugaci&n a 25.000 r.p.m. durante 10 mn y -
observarlas al microscopio electrénico con tincidn nega-

tiva.

En 1970 Dane y cols. describen por primera vez un
tercer tipo de partfculas que aparece en algunos sueros
Ag HB positivos. Estas son esféricas con un didmetro apro
ximado de 42 nm y poseen un nicleo central de 27 nm. La -
capa externa de estas partfculas parece estar compuesta -
del mismo material que las dos descritas previamente y es
aglutinada con ellas}por anticuerpos especfficos. Por el
contrario el nicleo interno es antigénicamehte diferente
del resto de las partfculas (Almeida y cols. 1971; Hoof-

nagle y cols 1973).

Huang (1971) estudiando al microscopio electrénico
biopsias hepiticas de enfermos con antfgeno HB en sangre,
observé en el interior del nicleo de los hepatocitos par-
tfculas esféricas de 230 & de difmetro. Estudios poste--
riores con inmunofluorescencia y microscopfa electrénica
han demostrado que estas partfculas que se hallan en el
interior del ndcleo son idénticas a la porcién interna -
de las partfculas de Dane, mientras que en el citoplasma

aparecen otras también esféricas, pero algo mds pequefias
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que corresponden a las que se encuentran en el suero en -
mayor proporcién (didmetro 180-210 8) (Jackson y cols 1973;
Brzosko y cols. 1973-1974).

1-6) VIRUS DE LA HEPATITIS B.

RESINSOTENC DN IS IS SN I A SIS

Es indudable que el suero de enfermos Ag HB positi-
vo contiene el virus de la hepatitis B, puesto que transmi
te la enfermedad. Cuando se observd por primera vez al mi=-
croscopio electrénico el Ag HB y se vié que estaba consti-
tufdo por partfculas esféricas y tubulares de 180-210 8 de
di&metro, se pensS que estas dltimas serfan agregados o =--
precursores de las primeras, que serfan el verdadero virus
(Zuckerman 1969; Shulman y cols 1970) En efecto su difme--
tro es sdlo muy ligeramente inferior al de los picornavirus,
como el de 1la polio y su superficie muestra una subestruc-
tura similar a los capsomeros, las unidades morfolégicas -
que forman la capside de ciertos virus,

Las partfculas de 20 nm contienen al menos dos pro-
tefnas de peso molecular 26.000 y 32.000 respectivamente -
(Gerin,cols. 1971, Vyas y cols,.1972). Para codificarlas el
virus necesitarfa contener al menos 4cido nucleico de ---
600.000 de peso molecular, es decir aproximadamente un 15%
del peso molecular de la partfcula de 20 nm (Javitt y cols,
1973).

Al demostrar Millman y cols (1970) que estas parti
culas
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purificadas no contenfan una cantidad detectable de &cidos
nucleicos, se descartaba pricticamente que fueran ellas el

verdadero virus,

En 1971 Almeida y cols tratando con detergente  =---
(tween 80( 1las partfculas de Dane, observaron como €stas =
se separaban en una capa externa y una partfcula interna -
esférica de 27 nm de didmetro con aspecto de Rhinovirus. =
Esto les hizo pensar que esta zona interna debfa ser el --

verdadero virus,

La presencia de gran cantidad de esta zona central -
de la partfcula de Dane en el nicleo de los hepatocitos --
de enfermos con hepatitis B (Huang 1971; Brzosko y cols, -
1973, 1974) también apoya el que se trate del nidcleo viral

que se reproduce en el ndcleo de las células infectadas. =
El virus migrarfa entonces al citoplasma celular donde se-=-
rfa recubierto por una capa de protefna (Ag HB) convir--
tiéndose en la partfcula de Dane. Esta forma de replica--
cién del virus serfa similar a la de los virus del herpes
y 1la leucemia de los ratones, que tienen una capa protei-.

ca sintetizada en el citoplasma,

Por razones desconocidas, el RNA mensajero del ci-
toplasma dirigirfa la produccién de un exceso de cubierta
proteica que constituirfa los dos tipos de partfculas (eg
féricas y tubulares) que predominan en el suerd de los en

fermos. Esta produccién de protefnas en exceso también =--



ocurre en otras infeccciones virales, Asf Adenovirus y -
mixovirus por ejemplo producen entre diez y mil veces de
material proteico de recubrimiento en exceso. En el caso

del virus de 1la hepatitis B este exceso deberfa ser ma--

~yor, tal vez de hasta un millén de veces. (Maugh 1I1,1972).

Esta teorfa que es hoy compartida por la mayorfa -
de los autores (Ed.Lancet 1973), no podrZ sin embargo ser
comprobada mientras no se logre el cultivo del virus en -

el laboratorio.

I-7) SUBTIPOS

Levene y Blumberg en 1969 fueron los primeros en
descubrir la existencia de diferentes subtipos antigéni-
cos, estudiando la reactividad de dos antisueros de cong
Jo producidos por inmunizacién con sueros de diferentes
enfermos. Estudios posteriores de Le Bouvier (1971), Kim
y Tilles (1971), Bancroft y cols (1972), Magnius y Esp--
mark (1972) y otros han conducido a diferenciar los de--

terminantes a, d, x, y, w, T

El antfgeno a es especffico del grupo y por 1lo
tanto comin a todas las partfculas de antfgeno HB. Por
el contrario los determinantes d € y se excluyen mutua--
mente, y lo mismo ocurre con w y r, Esto da lugar a cua-

tro posibles combinaciones de las cuales tres (adw, ayw,
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adr) son conocidas desde hace m4s de dos afios pero s6lo
recientemente se han aislado los primeros ejemplos de la

cuarta (ayr) (Le Bouvier 1973).

Cuahdo un sujeto es infectado por Ag HB continda
produciendo antfgeno del mismo subtipo y sl lo transmite
los indivfduos infectados poseen también el mismo subti-
po. La presencia de estos subtipos es pues muy Gtil para
la realizacién de estudios epidemiolégicos (Mazzur y cols.
1973,1974(, habiéndose observado que el w es frecuente en
USA, Suramérica, Europa y Africa, mientras el r predomina
en Asia y el Pacffico. E1 d es comin en portadores de USA,
Norte de Europa, Asia y Oceanfa, y constante en el Japdn.
Por el contrario en Africa, Australia, India, Italia, Gre

cia y Yugoeslavia es mds frecuente el y.

Se ha pensado que la infeccidén por diferentes --
subtipos podrfa dar lugar a diferentes situaciones clfni
cas. Incluso se 1llegé a comprobar en algunos sitios una
clerta correlacién entre el subtipo y la evolucién del --
proceso (Nielsen y Le Bouvier (1973). Sin embargo estu---
dios m&s completos inclinan a pensar que esos resultados
se debieron exclusivamente a factores epidemiolégicos y
no a diferencias biolégicas intrfnsecas entre los subti-

pos (Feinman y cols. 1973; Le Bouvier 1973).
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1-8) METODO PARA DETECTAR Ag y Ac HB

I-8-1) INMUNODIFUSION:

Esta técnica, con la que Blﬁmberg descubrid el an-
tfgeno HB, es la m&s sencilla y la de empleo mis generali-
zado. Tiene la ventaja de permitir la comparacién con un
suero control, lo que evita falsos positivos. También --

.permite buscar simultdneamente el antigeno y el énticuerpo

en la misma placa.

Como inconvenientes tiene su duracién (se realiza
la lectura al cabo de las 24-48 horas) y su falta de sensi
bilidad, especialmente para la determinacién de anticuer--

pos.

1-8-21 INMUNOELECTROSMOFORESIS:

Es un método rdpido y sencillo que permite determi
nar tanto el antfgeno como el anticuerpo simultdneagpente -

en un gran nimero de sueros,

Se basa en que en una electroforesis el antiigeno -
se mueve hacia el dnodo )movilidad de alfa-2 globulina), -
mientras los anticuerpos lo hacen hacia el cdtodo por el -
flujo electroendosmético (movilidad de gamma globulina), -

Esto hace que se encuentren rdpidamente dando una lfnea de
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precipitacién al cabo de una o dos horas. Fué empleada pa-
ra el antfgeno y el anticuerpo HB por primera vez por Beda
rida y cols. 1969), Desde entonces se han introducido mu--
chas modificaciones (Gocke y Howe 1970; Prince y Burke ==
1970). Tiene su mayor aplicacién para detectar los portado
res de Ag Hb en los bancos de sangre, En ocasiones pueden

observarse falsos positivos, Su sensibilidad es simular o

ligeramente superior a la inmunodifusién.

I-8-3) FIJACION DE COMPLEMENTO.

Esta técnica es mds sensible que las anteriores --
tanto para la determinacién del antfgeno (100 veces como =
del anticuerpo (20-40 veces) (Taylor 1972). Permite ademis
una determinatién cuantitativa. Existen diversas modifica-
ciones (Purcell y cols. 1969; Shulman y Barker 1969), Si -
se incuba sélo durante sesenta minutos a 372C,, la técnica
puede ser completada en dos horas. Con frecuencia los sue-
ros probados tienen actividad anticomplementaria debido a
la presencia de complejos antfgeno-anticuerpo (Shulman y &

Barker 1969).

1-8-4) MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Es muy Util para detectar inmunocomple jos Ag-Ac HB,
Es la Unica técnica que permite detectar el Ag HB sin nece
sidad de utilizar anticuerpos especf{ficos. Sin embargo con

el uso de estos anticuerpos para formar complejos con el -
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uso de estos anticuerpos para fo:iwur complejos con el antige
no es como la técnica resulta més =-nsible y mis simple ---
(Hirschmann y cols. 1969). Es muy r&plida, pero tiene el in--
conveniente de necesitar equipo y personal especializados. -
‘Su sensibilidad es unas cuatro veces superior a la inmunodi-

fusidn (Shulman y Barker 1969).

I-8-5) INMUNOFLUORESCENCIA:

Es utilizada para detectar el antfgeno HB en tejidos.
Fué empleada por primera vez por Millman y cols. (1969) para
estudiar células obtenidas de biopsias hep&ticas. Coyne y -~
cols., (1970) ampliaron el estudio a células de bazo, médula
ésea, testfculos, y mesenterio. Otros autores emplean cortes
de tejido hep&tico (Nowoslawski y cols, 1970, Hadziyannis y
cols. 1972; Martinez V4zquez y cols. 1973; Sdnchez-Cuenca y
cols. 1974),

Se ha utilizado tanto el método directo con anticuer
pos especificos marcados con isotiocianato de fluorescefna -
como el indirecto con Ac HB sin marcar, afiadiendo luego sue-
ro antiglobulina marcado. La especificidad se comprueba en -
el primer caso bloqueando la reaccién con antisuero no conju
gado y en el segundo empleandd suero no especffico en lugar

del suero anti-HB (Coyne y cols. 1970).

Este método no sirve pata detectar el Ag HB en el =--

suero. Para detectar anticuerpos circulantes Hadziyannis ha

introducido una técnica en la que utiliza como sustrato,cor-
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tes de hfgado conteniendo antfgeno HB (Hadziyannis 1972), Eg
ta técnica es mds sensible que la inmunodifusién y la inmung
electrosmoforesis pero no es cuantitativa y necesita ademds
cortes de hfgado Ag HB positivos, de los que no siempre es

posible disponer.

I-8-6) RADIOINMUNOENSAYO:

Es el método mis sensible para la determinacién del
Ag y Ac HB. Fué utilizado por vez primera por Walsh y cols, -

(1970)., Utilizaban Ag HB marcado por 1125

y separabanla pore--
cién unida al anticuerpo de 1la libre por cromatoelectrofore--
sis. Este método necesita varios dfas para su realizacién ---
(3-6- dfas). Después se han descrito numerosas modificaciones
que acortan la duracién de la prueba. Asf{ Aach y cols. (1971)
describen un método de doble anticuerpo que puede completarse
en 18 horas. Hollinger y cols. (1971) describen un método con
soporte s88lido para el suero anti-HB con lo que simplifican -

la separacién del antfgeno marcado libre del ligado al anti--

cuerpo.

Estas técnicas pueden ser adaptadas para detectar -
tanto el antfgeno como el anticuerpo HB.TOdas ellas utilizan
Ag HB marcado, siendo condicién indispensable para su realiza
cién que el Ag HB esté purificado. Ling y Oberby (1972) por -
el contrario modificaron el método marcando el Ac HB en lugar
del antfgeno. Esta técnica sin embargo necesita ahticuerpos -

de gran pureza para evitar falsos positivos (Cameron y Dané -
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1974) y no puede ser aplicada a la determinacién de Ac HB.

1-8-7) HEMAGLUTINACION PASIVA E_INHIBICION DE LA HEMAGLUTINA-
CION:

Fué aplicada a la determinacién del Ag HB por primera
vez por Vyas y Shulman (1970), Utilizaron hematfes humanos -
grupo O recubiertos de Ag HB mediante CrCl3. Los sueros con-
teniendo Ac HB aglutinan estos hematfes, Para detectar el Ag
HB se prueba la capacidad del suero problema para inhibir la
hemaglutinacién provocada por una cantidad conocida de Ac HB.
Para su realizacidén necesita de Ag HB purificado. Es una téc-
nica rdipida (puede hacerse en dos o tres horas) y muy sensi--
ble, especialmente para la determinacién de Ac HB, igualando
al radioinmunoensayo. Entre estas dos técnicas, parece que -
la hemaglutinacién serfa de mayor sensibilidad para detectar
anticuerpos IgM (Hollinger y cols. 1971).

Recientemente se han descrito nuevas técnicas de hema
glutinacién pasiva para la determinacién de Ag HB. Utilizan -
hematfes recubiertos de Ac HB., Estas técnicas, mucho mds sim-
ples que la inhibicién de la hemaglutinacién son sin embargo
menos sensibles y pueden dar falsos positivos (Reesink y cols

1973, Cayser y cols. 1974, Chrystie y cols. 1974).

1-8-8) DETERMINACION DE LOS SUBTIPOS DEL ANTIGENO HB:

La mayor parte de los estudios para describir nuevos
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subtipos del antfgeno HB han sido realizados por inmunodify
8ién (Levene y Blumberg 1969; Le Bouvier 1971; Bancroft y ;
cols. 1972). Sin embargo, posteriormente se han montado otro
métodos buscando mayor sensibilidad y menor gasto de reacti
vos, Asf Holland y cols. (1972) han descrito su determina--
cién por inmunoelectrosmoforesis. Ginsberg y cols. (1972) y
Aach y cols. (1973) lo han hecho por radioinmunoensayo y re
cientemente Gold y cols. (1974) han publicado un estudio reg
lizado por hemaglutinacién pasiva. Estos dos dltimos méto--

dos son indudablemente los de mayor sensibilidad.

I1-9) EPIDEMIOLOGIA DE LA HEPATITIS B:

EENSSEEEEREESEESSE RN SRS ESESE RO RE SIS

Desde antes del descubrimiento del antigeno Austra
lia se distingufan dos tipos de hepatitis vfricas, La hepati
tis A, epldémica o de periodo de incubacién corto y la hepati
tis B, sérica o de periodo de incubacién prolongado. Se pensg
ba que ambas debfan estar producidas por virus diferentes da-
do que la primera tenfa un periodo de incubacién eﬁtre 20 y
40 dfas y podfa transmitirse tanto por vfa oral como parentg
ral, mientras que la segunda tenfa un periodo de incubacién
entre 60 y 160 dfas y se consideraba que 88lo se podfa trang
mitir por vfa parenteral (WHO Expert committee on hepatitis,
1964) . Cuando se comprobd que el Ag Agstralia 86lo estaba en

relacién con la hepatitis B (Krugman y Giles 1970) se pudo =

disponer de un marcador de este tipo de hepatitis que permi-
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tfa estudiar bien sus vfas de propagacién. Ya en los aiios 40
algunos autores habfan descrito algunos casos de aparente -
transmisién de la hepatitis sérica por vfa no parenteral (Pro
pert 1938, Findlay y cols. 1944, Bradlay 1946) sin embargo da

do el escaso numero de casos no podfa descartarse que se tra-

tara de una hepatitis A coincidente. Al poderse distinguir

con seguridad las hepatitis B, mediante el antfgeno HB, se ob

servd que un gran nimero de ellas (hasta el 50%) no tenfan

ningin antecedente de inoculaciédn parenteral (Prince 1969,
Prince y cols 1970, Cossart y Vahrman 1970). Por otra parte -
comenzaron a observarse transmisiones del Ag HB de marido a -
mujer (6 casos Hersh y cols 1968) y de padres a hijos o entre
hermanos (Bancroft y cols 1971). Estos casos hacfan suponer -
una transmisién no parenteral, por vfa oral (por presencia del
virus en orina, heces, saliva, sudor, étc..) y/o por contagio

sexual,

I-9-1) VIA ORAL:

Dado que el Ag HB es resistente a enzimas proteolfti--
cos (pepsina, tripsina: ver III), esta vfa de penetracidn en
el organismo parece posible., Krugman y cols (1967) y Giles
y cols, (1969), lograron transmitir la hepatitis B a nifios =
subnormales por via oral, si bien la dosis necesaria era muy
superior a la que era capaz de producir la enfermedad inoculg

da por vfa parenteral.

Otros autores han descrito hepatitis B aparecidas en -



técnicos de laboratorio después de la ingestidn accidental -
de suero Ag HB positivo (Westwood y cols 1973),

Es entonces importante conocer por qué vfas puede
ser eliminado el Ag HB del organismo. '
Heces:

Tras intentos infructuosos de Shulman (1970), Grob
y Jemelka (1971) hallaron el Ag HB en las heces de once en--
fermos con hepatitis B,

Posteriormente se ha comprobado que el Ag HB persis
te en las heces de esos enfermos algin tiempo después de su
desaparicién del suero lo que hace pensar que podrfa replicar

se en la mucosa intestinal (Ogra 1973).

Biliss

En las bilis recogidas por sqndaje duodenal de en--
fermos Ag HB positivosno s2detecta el Ag HB (Akdamar y cols =--
1971). Sin embargo s{ aparece en la bilis recogida directamen
te de la vesfcula, probablemente por encontrarse aquf mucho -

m&s concentrada (Serpeau y cols 1971).

Orina:

Ya Findlay y Willcox comunicaron en 1945 haber trans
mitido hepatitis vfiricas por la orina, aunque estos resultados
no pudieron ser confirmados por otros autores (Mac Callum y -
Bradley 1944), Tras el descubrimiento del Ag HB los primeros
intentos para detectarlo en orina (concentrada 100 veces) no

dieron resultado (Shulman 1970).
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Sin embargo Tripatzis y Horst (1971) lo detectaron en
la orina de una enferma tras un largo proceso de concentra--
cién, Este hallazgo ha sido confirmado por Blainey y cols. -

(1971), Apostolov y cols. (1971) y Ogra (1973).

Heathcote y cols (1973) en orinas con reacciones de --
complemento positivas para el Ag HB no han sido capaces de -
demostrarlo por microscopfa electrénica, por lo que piensan -
que estas orinas probablemente no sean capaces de transmitir

la enfermedad.

Saliva y secrecidn nasofarfngea:

También aquf tras unos primeros hallazgos negativos de -
Shulman (1970) en saliva concentrada 10 veces, otros autores
(Word y cols. 1972 y Heathcote y cols. 1974) si han hallado -
el Ag HB, excluyendo que dependiera de la presencia de sangre -
en ella. Ogra (1973) también ha encontrado el Ag HB en 1{qui-

do de lavado nasofarfngeo de algunos enfermos con hepatitis B.

Sudor:
Recientemente Telator u cols. (1974) han encontrado por
inmunodifusién el Ag HB en el sudor de 4 de 10 enfermos con

antigenemia.

1-9-2) INHALACION:

Esta via es defendida por Almeida y cols (1971) tras ob
servar como aparecidé un brote de hepatitis en una unidad de

diilisis tras un incidente enel que sangre Ag HB positiva -=-
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fué esparcida por la habitacién al escaparse por un catéter.

1-9-3) TRANSMISION VENEREA:

Cuando Hersh y cols. (1971) observaron la transmisién
del Ag HB de marido a mujer en 6 casos,supusieron que el con-
tagio podfa haber ocurrido por vfa sexual. Estudios posterio-
res de Heathcote y Sherlock (1973), Fulford y cols. (1973) --
Jeffries y cols. (1973) y Henigst (1973) han aportado datos -
epidemiolégicos que sugieren una transmisién venérea de la he

patitis B, especialmente entre homosexuales.

Recientemente Heathcote y cols. (1974 a) han logrado -
detectar el Ag HB en el semen, y Mazzur (1973) ha sefialado la
importancia que la sangre'menstrual puede tener en la transmi-

sién de la enfermedad.

I-9-4) VIA PARENTERAL:

La transmisidén por esta vfa puede producirse de muy di
versas manerass

Transfusiones de sangre y sus derivados:

Aunque ahora se comprueba de rutina en los bancos de -
sangrevsi este material es Ag HB negativo, incluso los méto--
dos mds sensibles no llegan a detectar cantidades muy peque--
fias del Ag que son capaces de producir la enfermedad (Hollin-

ger y cols. 1973),

Material contaminado:

Agujas, etc.. previamente utilizadas producen hepatitis
con frecuencia por pinchazo accidental al personal sanitario -

(cirujanos, enfermeras, etc..) o por mala esterilizacién en --
drogadictos.
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Insectos:

Prince y cols. (1972 a) demostraron la presencia de Ag
HB en gran nimero de mosquitos cazadés:en Kenya y Uganda, =--
Metselaar y cols. (1973) han comprobado la presencia del an-
tigeno en mosquitos Aedes aegypti hasta 45 dfas deppués de -
ser inoculados. Estos datos permiten suponer que los mosqui-
tos juegan un papel importante como vectores del virus de la

hepatitis B, al menos en zonas tropicales.
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Cuando iniciamos este trabajo en 1972 ya habfa queda
do claramente establecida la relacidén entre antfgeno Aus--
tralia y hepatitis B (Krugman y Giles 1970) y se habfa com
probado que este tipo de hepatitis de incubacién prolonga-
da podfa transmitirse por vfa no parenteral (Krugman y ---
cols. 1967)., También se habfa observado que mientras la ma
yorfa de las personas que padecen una hepatitis B tienen -
antfgeno HB en sangre tan sélo durante algunos dfas o sema
nas, otras, especialmente enfermos con ciertos procesos ==
crénicos (sfndrome de Down, lepra lepromatosa, leucemias,
insuficiencias renales crénicas) evolucionan hacia hepati-
tis crénicas con persistencia indefinida del antfgeno HB -
en sangre (Blumberg y cols, 1970 b),

La determinacién del Ag HB se hacfa de rutina en mu-
chos centros tanto para el diagnéstico de las enfermedades
hep4ticas como para detectar a los portadores y evitar ---
transfundir su sangre. Estaban en marcha numerosos estu---
dios de poblaciones para conocer 1la incidencia del Ag HB,
(Blumberg y cols. 1970 b), se describfan diferentes subti-
pos del Ag HB (Le Bouvier 1971, Bancroft y cols. 1972), se
buscéba la presencia de las distintas partfculas observa--
das al microscopio electrdnico en diversos grupos de enfer
mos (Nielsen y cols. 1972) y se estudiaban los cuadros clf
nicos aparecidos en sujetos inoculados con dosis variables
de antigeno (Barker y cols. 1970) y por vfas dlferentes -

(Krugman y Giles 1970). Sin embargo pese a la gran cantidad
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de grupos trabajando sobre el Ag Hi y su relacién con la
hepatitis, no se prestaba apenas atencién a la reaccidn -
inmunolégica del huésped frente ai Ag HB. Esto estaba mot}i
vado, pensamos, porque los métodos mis utilizados para la
deteccién del Ag y Ac HB (inmunodifusién, inmunoelectrosmo
foresis y fijacién de complemento) no lograban detectar Ac
HB m&s que en casos muy aislados, que en general correspon
dfan a sujetos politransfundidos (Gravila y cols. 1972, --
North y cols. 1972).

Cabfa suponer que la falta de anticuerpos detecta-
bles por estos métodos en enfermos que habfan padecido una
hepatitis B, se debiera a falta de sensibilidad de los mé-
todos empleados.,

La puesta a punto de dos nuevas técnicas de gran -
sensibilidad para la determinacién de Ag y Ac HB, la hema-
glutinacién pasiva (Vyas y Shulman 1970) y el radioinmuno-
ensayo (Walsh y cols. 1970) abrfa la posibilidad de un es-
tudio detallado de la respuesta de anticuerpos frenﬁe al‘-
Ag HB.

Ya en las primeras determinaciones con ambos méto-
dog‘se observaba una alta incidencia de anticuerpos (Vyas
y Shulman 1970; Lander y cols. 1972) en los sueros proba--
dos.

Sin embargo estas técnicas no desplazaron a las -
empleadas previamente, debido a su mayor complejidad y en
especial a que ambas necesitaban Ag HB purificado, depen-

diendo su sensibilidad y su especificidad del grado de pu
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rificacién del antfgeno empleado,

Entonces nuestro primer objetivo fué lograr la -
purificacién del antfgeno HB como paso previo para el es-
tudio de la respuesta inmunolégica frente a é1.

Con el antfgeno HB purificado tenfamos que mon--
tar un método de gran sensibilidad para la determinacién
del Ac HB., Esto nos iba a permitir gstudiar la inciden--

cia de estos anticuerpos tanto en personas sanas, sin an

tecedentes conocidos de posible transmisién del virus por
via parenteral (transfusiones, uso de narcéticos etc..) -

como en grupos_de_personas_especialmente expuestos a mate-

rial Ag HB positivo tanto por vfa parenteral (enfermos -
hospitalizados, transfundidos..) como no parenteral (fami
liares que conviven con portadores\crénicos. personal hos
pitalario etc..) y deducir de allf el grado de diseminacién
del virus en la poblacién general y la frecuencia de su -
transmisién no parenteral.

Se ha observado que tras haber padecido una hepa-
titis vfrica quedaba una resistencia a padecer de nuevo -
el mismo tipo de hepatitis (Krugman y Giles 1970). Como -
nosotros habfamos encontrado anticuerpos en sujetos sin --
historia previa de hepatitis su revisién periddica nos iba

a permitir estudiar si la presencia de estos Ac HB repre--

senta una proteccidn frente al virus de la hepatitis B, da

do que muchos de ellos estaban muy expuestos a material ca

paz de transmitir la enfermedad (enfermos en programa de -

diilisis,, personal hospitalario trabajando en zonas de al-

to riesgo).
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La determinacién de Ag vy Ac HB en aquellos enfer-

mos_con _hepatopatfas crénicas deetiologfa no filiada nos
iba a indicar si existe alguna relacién entre estos pro-
cesos y el virus de la hepatitis B,

Conocida la existencia de enfermos crénicos con -
procesos que se acompaiian de un déficit en la respuesta
inmunolégica -lepra lepromatosa (Waldorf y cols. 1966),

- insuficiencia renal avanzada (Wilson y cols. 1965; New--
berry y Sanford 1971) - y que tras la aparicién del Ag -
HB en su sangre, presentan hepatitis crénicas con persis-
tencia indefinida del antfgeno (Blumberg y cols. 1970 b)
cabfa pensar que este comportamiento fuera debido a una -
incapacidad en la produccién de Ac frente al Ag HB. El es-

tudio de la capacidad de produccién de Ac HB_en enfermos -

con insuficiencia renal crénica, era pues otro de los obje

tivos de este trabajo.

Existen personas que sin evidencia de ningdna otra
enfermedad son portadores crénicos de Ag HB. Algunas de és
tas tienen hepatopatfas crénicas de diversa intensidad, --
mientras otras no presentan ningin signo de lesién hepéti--
ca, incluso en el estudio bidpsico del higado (Reinicke y
cols. 1972 ; Hadziyannis y cols. 1972; Rayon y cols. 1973),
Una explicacidén posible para esta observacién serfa que el
virus de la hepatitis B no tuviera poder patégeno y que la
existencia de dafio hepdtico dependa de factores del hués--
ped, especlalmente de la respuesta inmuno}égica frente al

Ag HB. Por ello otro de los objetivos de nuestro trabajo -
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era relacionar 1la existencia de lesién hepdtica con la res-

puesta inmunolégica medida por la presencia de los Ac HB -
en los portadores de Ag HB.

Otro de los motivos principales de este trabajo era
estudiar la evolucidén de las hepatitis agudas, observando

cual es el patrén de aparicién de Ac HB y el posible papel
de estos Ac _en la evolucién del proceso.

El Ag HB aparece en el suero semanas antes de pre-

sentarse los primeros sfntomas de la enfermedad. Habitual
mente desaparece muy pronto despuds de comenzar el cuadro
clfnico (Shulman 1970)., Esto hace que con frecuencia ya «

se haya negativizado'cuando el enfermo llega por primera
vez al hospital. Era importante estudiar si el patrdn de

aparicién de los Ac permitfa asegurar en estas hepatitis
con determinaciones de Ag HB negativo cuando_se trataba .de

una hepatitis B.
La aparicién de una epidemia de hepatitis B en -

la Unidad de Hemodi&lisis de la F.J.D. en el dltimo tri-

mestre de 1973, nos ofrecié la oportunidad de estudiar
este tipo de hepatitisg en enfermos con ingsuficiencia re-

nal y thener valiosos datos de susceptibilidad a la en-
fermedad y evolucién del proceso con determinaciones se-
riadas de Ac HB,

Para el mejor estudio de los Ac HB necesitgbamos
también estudiar la clase de Inmunoglobulinas de que se
trataba. Esto 1o hicimos mediante el tratamiento de 1los

sueros con 2-mercaptoetanol.
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Finalmente, estudiar la respuesta inmunolégica tan
86lo desde el punto de vista humoral nos daba necesaria--
mente una visién parcial del problema. Por ello nos propu
simos estudiar la respuesta celular en un cierto nimero de
casos. Para ello contdbamos con el Ag HB purificado, lo --
que representaba una enorme ventaja para montar pruebas eg

pecificas.



IIT - PURIFICACION DEL ANTIGENO HB.
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111-1 - MATERIALES Y METODOS. -
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III1-1-1) MATERIALES:

Antfpeno HB.- Para su purificacién partimos del suero o plag
ma de donantes en los que se habfa demostrado la presencia -
de antigeno mediante inmunodifusién e inmunoelectroforesis.

Elegimos aquellos que a diluciones mayores segufan mostrando

una 1lfnea de precipitacién frente a suero anti-HB,

Anticuerpo HB.- Para la identificacién del antfgeno por inmu
nodifusién, inmunoelectroforesis e inmunosmoelectroforesis =

utilizamos suero de conejo anti-Au/SH (Behringwerke AG).

BS: ClNa 0,15 M. tamponado a pH 7,2 con fosfatos 0,01 M.
Tampén Glicinas Solucién A: Glicina O;1 mol. en ClNa O,1 N,
Solucién B: HC1l O,1 N,
Para pH 2,8; 75,6% de A 24,47 de B.

III-1-2) INMUNODIFUSION;

Para el método de doble difusién empleamos Special
Agar-Noble (Difco) al 1% en ClNa 0,15 M con azida sédica --
(NaN3) 0,05% que fundimos en bafio de agua hirviendo y vertemos

en placas de Ouchterlony,echando 8ml.en cada placa de 7 cm. de
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difmetro. Lo dejamos solidificar en posicién horizontal.Mds
adelante cortamos con un sacabocados 6 agujeros periféricos
y uno central de 6 mm. de dimetro y separados entre sf 3 -

mm. de borde a borde.

Para la demostracién simultdnea de Ag y Ac HB ponemos
suero de conejo anti-HB en el pocillo central, alternando -
en-los periféricos los sueros problema con suero Ag HB posji
tivo. Después de incubar las placas en cédmara himeda a tem-
peratura ambiente, hacemos la lectura a las 24 y 48 h, La -
aparicién de una 1fnea de precipitacién entre el suero pro-
blema y el suero anti-HB que muestre al menos una identidad
parcial con las que aparecen entre los sueros Ag HB positi-
vos y el suero anti-HB indica la presencia de Ag HB en el -
suero problema. Si la 1lfnea de precipitacién aparece entre
el suero problema y los sueros Ag HB positivos y presenta
agkimismo identidad con la aparecida entre el suero anti-HB
y el control Ag HB positivo, indica la presencia de Ac HB

en el suero problema (fig. 1).

III-1-3) INMUNOELECTROFORESIS:

Empleamoé Special-Agar-Noble (Difco) al 1,25% en -
buffer de veronal-veronal sédico pH 8,6 fuerza iénica 0,03,
Lo fundimos en un bafio de agua hirviendo y echamos 6 ml. en
cada molde de 7,5x4 cm. Lo dejamos solidificar en posicidn

horizontal. A continuacién cortamos con un sacabocados 2 -

agujeros de 1 mm. de didmetro,encel centro de la placa y sepa
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Fig,1+ Inmunodifusién para determinacién de Ag y Ac HB.
Pocillo central: Antisuero Au/SH.
Pocillos periféricos: C: suero control Ag HB po-
sitivo; 1,2 y 3 sueros problema. E1 1 es positi-
vo para Ac HB, el 2 positivo para Ag HB y el 3 negativo
para ambos,

Fig., 2:.- Inmunoelectroforesis con antisuero Au/SH.
Arriba suero normal: No hay 1fnea de precipitacién
con el antisuero,
Abajo Ag HB purificado: Linea de precipitacién -
@&n la zona de las alfa 2.
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rados entre sf 16 mm. Estos pocillos se rellenan totalmente
con los antigenos (sueros, etc..) que queremos probar., In--
troducimos la placa en una cubeta de electroforesis, estable
ciendo contacto entre el tampén de la cubeta (buffer de verg
nal-veronal sédico pH 8,6 fuerza iénica 0,06) y los extremos
de la placa de agar con tiras de papel de filtro. Tras dejar
pasar una corriente de 120 V. 15 mA durante 70 mn, cortamos
una trinchera de 65x2 mm. equidistante de ambos pocillos, =--
que se rellena con el antisuero (suero anti HB, antihumano,
etc.., segin los antfgenos que queramos poner de manifiesto)
y ponemos a incubar la placa en una cdmara himeda a tempera-
tura ambiente. La lectura se realiza a las 24 y 48 horas ob
servando las 1fneas de precipitacién aparecidas y su movili

dad electroforética (Fig. 2).

1I11-1-4) ULTRACENTRIFUGACION:

Utilizamos una ultracentrffuga preparativa Spinco
L2 de Beckman con rotor SW 25-2 con capacidad total de 150 -

ml o bien rotor SW 50L con capacidad para 15 ml.

III-1-5) DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA;:

Método de Folin-Ciocalteu. Tomamos 1 ml. de dilucio
nes sucesivas de la muestra. Afiadimos a cada una 3 ml de -=--
CO3N32 anhidro al 12,5% y 0,5 ml de SOQCu-SHZO al 0,1%. Mez-
clamos y lo dejamos a 1 h, a temperatura ambiente., Después -

afiladimos gota a gota y agitando continuamente 1 ml, de reac-
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tivo de Folin-Ciocalteu dilufdo al 1/3 en H,0 destilada, -~
Tras dejarlo 20 mn a temperatura ambiente, leemos las mues-
tras en un espectrofotémetro (Coleman III) a 750 nm frente
a un blanco conteniendo el diluyente en lugar del problema.
En algunas ocasiones, para no perder muestram hemos
calculado lé cantidad de protefna de la muestra midiendo 1la

absorcién a 280 nm en el espectrofotdémetro.

I1I-1-6) MEDIDA DE LA DENSIDAD OPTICA:

Las muestras dilufdas en PBS eran lefdas frente a
un blanco de PBS en un espectro fotémetro Coleman III

El espectro de absorcién de luz ultravioleta del
Ag HB purificado fué determinado leyendo a intervales de 5

nm desde 240 nm a 330 nm frente a un blanco: de ClNa 0O, 15M,

II1I-1-7) MICROSCOPIA ELECTRONICA:

2OoazmERESEERRRTnREREEER

En un microscopio TFSCA 242 se examinaron dilucio-
nes 1/50 de la preparacién de Ag HB purificado, después de
tincién negativa con 4cido fosfotungstico al 2%, a 6.875 y
9.375 aumentos directos que representaban 34,375 y 46.875 aum

mentos finales respectivamente,

III-1-8) PURIFICACION DEL ANTIGENO HB:

Debido a su elevado peso molecular, el Ag HB puede
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ser separado de la mayor parte de las protefnas del suero por
ultracentrifugacién, Hemos comprobado que tras 16 h, de ultra
centrifugacién a 20.000 rpm, (68.400 g) 6 2 h., a 45,000 rpm,
(222.000 g), el Ag HB queda depositado en el fondo del tubo,
permaneciendo una buena parte de las proteinas del suero en
el sobrenadante, Sin embargo, algunas de peso molecular alto
sedimentan con &1, Para eliminarlas pensamos en degradarlas
por medios que no afectasen a la inmunoreactividad del Ag HB.
Se habfa comprobado que éste es resistente al calor y a nume
rosos enzimas proteolfticos (Millman y cols. 1970; Kim y Bis-
sell 1970). Tras probar ambos métodos, conseguimos mucho me-
Jores resultados con el tratamiento enzimitico con pepsina y
tripsina. Ambas degradan las protefnas plasmdticas, sin afectar
en absoluto el Ag HB la primera, y la segunda respetdndolo -
también siempre que no se haga un tratamiento demasiado inten
so ni prolongado. Tratamientos alternativos con estos enzimas,
seguidos de ultracentrifugacién, para eliminar las protefnas
degradadas, nos ha permitido obtener Ag HB de gran pureza.

E1l método definitivo que hemos adoptado en el labo-

ratorio es como sigue:

1) Ultracentrifugacién: Tomamos suero positivo para Ag -

HB dilufdo 5 veces en PBS, y lo centrifugamos 16 h. a 68.400
gs E1 sedimento lo resuspendemos en PBS,

2) Ultracentrifugacidn: Repetimos la centrifugacién a --

68,400 g durante 16 h. Tomamos de nuevo el sedimento y lo re

suspendemos ésta vez en tampén glicina (pH 2,8).
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III-2-1) PURIFICACION;

Una vez establecidas las condiciones que nos permi-
ten lograr la purificacién del Ag HB a partir del suero de -
portadores, iniciamos el tratamiento de una gran cantidad de
suero. Después de cada uno de los 5 pasos, calculamos la can
tidad de protefnas que nos quedan y las identificamos por in
munodifusién e inmunoelectroforesis frente a suero de coneijo
anti-protefnas del suero humano y suero de conejo anti-HB.

1) Tomamos 120 ml. de suero muy positivo para Ag HB y -
lo dilufmos en PBS hasta 600 ml. Centrifugamos a 68,400 g ~--
durante 16 h, obteniendo unos pellets que r;suspendemos en -
un total de 30 ml. de PBS. Cantidad total de protefna: 300 -
mg.

Inmunodifusién e inmunoelectroforesis frente a suero an
ti humano (SAH): Aparece una clerta cantidad de albimina al-
fa l-antitripsina, alfa 2-M, ceruloplasmina, haptoglobina, -
siderofilina e IgG (Fig. 3).

Inmunodifusién frente a suero anti-HB: Revela la presen

cia de Ag HB.

2) Nueva ultracentrifugacién de la muestra a 68.400 g,
durante 16 h, Resuspendemos en 7 ml,

Cantidad total de protefna: 187,2 mg.
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Inmunoelectroforesis frente a SAH: Contindan apareciendo ban
das de albdmina, alfa 2-M, haptoglobina, siderofilina, e IgG
(Fig. 4).

Inmunodifusién frente a suero anti-HB: Presencia de Ag HB.

3) Tratamiento con pepsina seguido de ultracentrifugacién
2 h. a 45,000 rpm., Resuspendemo~ en 7 ml, |
Cantidad total de protefna: 76,75 mg.
Inmunoelectroforesis frente a SAH: No aparece ninguna lfnea
de precipitacién (Fig. 5). ‘
Inmunodifusién frente a suero antihumano: Aparece una 1lfnea
de precipitacién (Fig. 6).

Inmunodifusién frente a suero anti-HB: Presencia de Ag HB.

4) Tratamiento con tripsina seguido de ultrecentrifuga-
cién, Resuspendemos en 2 ml.
Cantidad total de protefna: 45 mg.
Inmunodifusidén frente a SAH: No existe precipitacidn aprecia
ble (Fig. 6).
Inmunodifusién frente a suero anti-HB: Lfnea de precipitacién

de antfgeno HB.

5) Tratamiento con pepsina seguido de ultracentrifugacién.
Resuspendemos en 1,5 ml.
Cantidad de protefna: 28,2 mg/ml (total 42,3 mg).
Inmunodifusién frente a SAH: No se observa ninguna precipita-
cién (Fig. 6).
Inmunodifusién frente a suero anti-HB: Lfnea de precipita--
cién de HB. Si dilufmos la muestra observamos una 1lfnea de

precipitacién hasta una dilucién 1/1200 (23 mcgr/ml de pro-
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tefna)., Se observa una identidad total frente al Ag HB del
suero del que partimos para la purificacién. Esto permite
afirmar que durante todo el proceso el Ag HB no ha sufrido

ninguna modificacién en su reactividad antigénica (Fig. 7).

III-2-2) MOVILIDAD ELECTROFORETICA}

Por inmunoelectroforesis de la muestra en diversos
estadfos de la purificacién asf como de la muestra final del
Ag HB purificado, frente a suero anti-HB se observa una 1f--
nea de precipitacién en la regién alfa-2 que conserva la mig
ma posicién a To largo de todo el proceso de purificacién,

(Figo 8) .

I1I1-2-3) ESPECTRO DE ABSORCION DE LUZ ULTRAVIOLETA;
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El espectro de absorcidén de luz ultravioleta del -
AG HB purificado muestra un m8ximo a 280 nm y un mfnimo a -
260 nm, caracterfstico de una protefna. E1 cociente OD: 260/
/280 = 0,72 va en contra de la presencia de &cidos nucleicos

en nuestra muestra (Fig. 9).

III-2-4) MICROSCOPIA ELECTRONICA:
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En la muestra del antfgeno HB purificado observamos
un gran mimero de partfculas esféricas de 20 nm de didmetro
formando en ocasiones pequeiios aclmulos y algunas parﬁfculas
alsladas de forma tubular de 20 nm de difmetro y longitud va
riable. (Fig. 10 y 11).
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Fig, 3.- Purificacién del Ag HB. Inmunoelectroforesis
con SAH. Arriba: Material obtenido despuds -
del primer paso. Se observan: Albdmina, al-
fa-l-antitripsina, alfa 2-M, ceruloplasmina,
hapta%lobina. siderofilina e 1gG. Abajo: Sug

ro del que se partié para la purificacién.

Fig, 4.-Purificacién del Ag HB, Inmunoelectroforesis
con SAH, Arriba: Suero antes de comenzar la
purificacién. Abajo: Material obtenido des--
pués del segundo paso. Se observa ain algo -
de albimina, alfa 2-M, haptoglobina, sidero-
filina e 1gG.



Mg, 53 Purificacién del Ag HB., Immunoelectroforesis con
SAH, Arriba: Suero humano antes de comenzar la -
purificacién. Abajo: Material obtenido después
del tercer paso. No se observan ya lfneas de pre
cipitacién.

ig, 61 Purificacién del Ag HB. Inmunodifusién,
Arriba: SAH. Izquierda: Material obtenido después
del tercer paso. Se observa una precipitacién con
el SAH. Abajo vy Derecha: Material obtenido después
del cuarto y quinto paso respectivamente, No exis-
te grgxépitaciGn apreciable entre estas muestras -
y e .
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Fig, 71+ Inmunodifusién con antisuero Au/SH.
1: Suero del que se partid para la purificacién.
2,3,4,5 y 61 Diluciones 1/80, 1/160, 1/300, 1/1200
de” 1a muestra de Ag HB purificado. )
Todas las muestras dan una 1fnea de precipitacién
con el antisuero. La identidad entre el Ag HB del
suero y el purificado es total.

Fig, 8:+ Inmunoelectroforesis con antisuero Au/SH.
Arriba: Muestra de Ag HB después del tercer paso
de la purificacién., Abajo: Muestra de Ag HB al -
final del proceso de purificacién. :
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I1I1-3-1) PURIFICACION:

La resistencia del Ag HB frente a algunos enzimas -
ya habfa sido descrita e incluso esta propiedad habfa sido -
utilizada para su purificacién (Millman y cols. 1970). Sin -
embargo el tratamiento empleado era suave y sflo lograba una
desnaturalizacidn parcial de las protefnas del suero, por lo
que la purificacién debfa completarse con la centrifugacién
en gradientes. Nosotros al probar diversos enzimas observamos
que la pepsiha, que no habfa sido utilizada previamente en -
la purificacién del Ag HB, era el que proporcionaba me jores
resultados, pues era muy activa frente a las protefinas plas
midticas y no afectaba en absoluto al Ag HB incluso tras tra

tamientos prolongados (18 h.,) a 372C y pH 2,8,

La tripsina también se muestra muy dtil, pero si la
relacidn enzima/sustrato es demasiado elevada o el tiempo -
de incubacidén superior a dos horas, produce una desnaturali

zacién parcial del Ag HB.

Alternando el tratamiento con estos dos enzimas con
ultracentrifugaciones conseguimos la eliminacién total de -
las protefnas plasmiticas coh los sobrenadantes conservando

el Ag HB en el sedimento.

Evitamos por tanto tener que utilizar gradientes de

C1Cs o sacarosa, lo que supone una simplificacién considera
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ble del proceso.

Rendimientos.
El rendimiento es muy bueno pues partimos de 120 ml de

suero positivo por inmunodifusién frente a anti-HB hasta una
dilucién de 1/16 y obtenemos 1,5 ml. de muestra, positiva =--

hasta una dilucién de 1/A200.

Pureza:

Los criterios de pureza utilizados son mucho mds es--
trictos que los de la mayorfa de los autores. En efecto com
probamos por inmunodifusién la ausencia de protefnas del =--
suero en una muestra 1.200 veces mds concentrada que la mi-
nima que da una 1lfnea de precipitacién frente a suero anti-
HB. Millman y cols. (1970) por el contrario no prueban a --
concentrar o diluir su muestra y Vyas y Shulman (1970) sélo
comprueban la ausencia de precipitacién frente a suero ant}i
humano en una muestra 20 veces m&s concentrada que la minima
que reacciona por inmunodifusién frente a suero anti-HB,

Otros autores utilizan la electroforesis en gel de =--
poliacrilamida (Gerin y cols. 1971: Kim y Tilles 1973) técni
ca muy sensible para protefnas por debajo de clerto tamafio,
pero indtil para détectar algunas macroglobulinas, protefnas
agregadas o el propio Ag HB que no pueden penetrar en el gel.
O también la inmunoelectroforesis (Gerin y cols 1971) mucho
menos sensible que la inmunodifusién como se ha podido ver -
durante nuestro proceso de purificacién,

La identidad, comprobada por inmunodifusién, del Ag
HB purificado con el contenido en el sueroldel que partimos

para la purificacién, la movilidad electroforética, la cur-



va de absorcién de luz ultravioleta y la morfologfa observa-
da con el microscopio electrdnico, iguales a las encontradas

en el Ag HB purificado por otros autores (Millman y cols., =--
1970; Gerin y cols. 1971) confirman la resistencia del Ag HB

al tratamiento empleado para su purificacién.

I111-3<2) MOVILIDAD ELECTROFORETICA;
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Emigra con las alfa-2 globulinas como ya observaron

otros autores (Alter y Blumberé 1966; Millman y cols. 1970).

I11-3-3) ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA:
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Los 4cidos nucleicos tienen un m&ximo de absorcién
a 260 nm, La curva que hemos obtenido indica que en nuestra
preparacién (es decir en las particulas esféricas de 20 nm
y en las tubulares) no existe una cantidad apreciable de 4dci
‘dos nucleicos., Esto estd de acuerdo con la teorfa, hoy dfa -
muy admitida, de que estos dos tipos de partfculas constitui
rfan material proteico de recubrimiento del virus, y que ég
te serfa el ndcleo central de las partfculas de Dane (Ver --

I-6).



IV - ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA AL Ag HB,
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Como objeto de este estudio se tomaron los siguientes
grupos de’sujetos:

- sujetos sanos.

- Enfermos con hepatopatfas crénicas.

- Enfermos crénicos no hepéticos.

- Enfermos con insuficiencia renal terminal en progra
ma de hemodiilisis periédicas.

- Donantes retribufdos del banco de sangre.

- Personal sanitario trabajando en zonas de alto ries
go de infeccidén por el virus de la hepatitis B.

- Familiares de enfermos hepdticos con Ag HB crénica-
mente positivo.

- Enfermos con hepatitis agudas tipo B.

SUJETOS SANOS. -

Se tomaron como tales personas que aaudfan a consulta
a la Fundacién Jiménez Dfaz por primera vez y en los que --
tras su estudio se descartaba cuélquier enfermedad, o eran
diagnosticados de procesos funcionales, comprobidndose que -
no existfan signos, sfntomas, o datos bioqufmicos que indi-
‘caran un posible dafio hepdético, o algdn proceso relacionado

con alteraciones en la inmunidad. También se exigfa que en
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su anamnesis no figurasen transfusiones de sangre, ingresos
prolongados en hospitales, historia previa de hepatitis o -
intervenciones quirdrgicas importantes (se han aceptado per
sonas apendicectomizadas o amigdalectomizadas).

En total se han estudiado 45 sujetos (23 hembras y
22 varones) con edades comprendidas entre los 11 y los 76 -~
afios (edad media 39,4). De ellos, 16 tenfan entre 10 y 29 -

afios, 15 entre 30 y 49 afios y 14 por encima de 50 afios.,

ENFERMOS_CON_HEPATOPATIAS CRONICAS.-

Se han tomado aquellos enfermos en los que el diag
néstico no ofrecfa dudas, la gran mayorfa de ellos con estu
dio laparoscépico y biopsia hepitica, (realizado por el Dr.
Herndndez Guio del Servicio de Gastroenterologfa). En total
se trata de 72 enfermos (60 varones y 12 hembras) con eda--
des comprendidas entre los 5 y los 78 aﬁosi(media 50 afios).
Estos enfermos fueron subdivididos asf:

Hepatitis crénica persistente (H.C.P.): 15 casos (todos va-
rones), todos ellos biopsiados. Edades entre 5 y 67 afios --

(media 42,2)

Hepatitis crénica agresiva (H.C.A.): 31 casos (22 varones y
9 hembras). En todos los casos el diagndstico fué hecho por

biopsia. Edades entre 28 y 71 aiios (media 52,2).

Cirrosis: 26 casos. En 20 de ellos el diagnéstico fué hecho
por laparoscopia y/o biopsia y en los 6 restantes se hizo -

por la clfnica y los datos analfticos. 23 eran varones y 3
!

-
v



hembras. Las edades estaban comprendidas entre 28 y 78 afios.

(media 52 afios.

ENFERMOS CRONICOS NO HEPATICOS.~-

Se tomaron aquelloé enfermos con procesos de més de
un afio de evolucién y repetidos ingresos en la clinica, pero
sin antecedentes ni datos actuales de padecimiento hepdtico.

En total se estudiaron 26 enfermos: 17 con procesos
respiratorios (tuberculosis, bronquitis crdénica, asma) 5 car
diacos (v4lvulopatias), 3 vasculares (hipertensién y arte=---
riosclerosis) y 1 reumdtico (artrosis). 16 eran varones y 10
hembras y las edades comprendidas entre los 17 y los 69 afios

(media 47,6).

ENFERMOS EN_PROGRAMA DE HEMODIALISIS.-

Estudiamos un total de 32 enfermos que han pertene-
cido al programa de hemodiilisis periédicas del Departamento
de Nefrologfa. 22 fueron estudiados por primera vez en Junio
de 1973 (antes de que apareciera ningin enfermo Ag HB positi
vo en 1la unidad) y el resto en los meses siguientes, en gene
ral poco después de ser inclufdos en el programa. 29 han si-
do estudiados en répetidas ocasiones durante periodos de --
tiempo comprendidos entre 2 y 12 meses. De ellos 12 son hem-
bras y 20 varones. Las edades estdn comprendidas entre los -

17 y los 57, afios (media 33,5).

DONANTES DE SANGRE. -
Todos los donantes del banco de sangre de la Funda-

cién son retribufdos. Tras la extraccién, el AgHB se determi
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na por Inmunoelectrosmoforesis.

La frecuencia de positividades es del 0,86% (J. Sg
rrano Glez.-Solares 1972). Nosotros estudiamos 92 donantes
AgHB negativo y 21 Ag HB positivo, en este dltimo grupo sé-
lo inclufmos aquellos en que pudimos confirmar por ID la =--
presencia de Ag HB (evitando asf alglin posible falso positi

vo). La mayorfa comprendidos entre los 18 y los 30 afios.

PERSONAL TRABAJANDO EN ZONAS DE ALTO RIESGO Y OTROS LABORATO
RIOS. -

Se han considerado zonas de elevado riesgo de con-
tagio del virus de la hepatitis B las siguientes:
Departamento de Inmunologia: Donde se determina el Ag HB de
rutina y donde en los dos (ltimos afios se ha realizado este

traba jo. ‘

Unidad de di4lisis: Dada la frecuehcia en la que en estas -
unidades aparecen epidemias de hepatitis B y la facilidad -
con la que los enfermos en insuficiencia renal se convier--

ten en portadores crénicos del Ag HB.

Laboratorio de Nefrologfa: Donde se realizan determinacio--
nes analfticas a los enfermos del departamento y en particu

lar a los de la unidad de di&lisis.

Departamento de Hematologfa: Donde se maneja gran cantidad
de sangre, entre otros de enfermos que con frecuencia son --
portadores del Ag HB (especialmente leucémicos y algunos do-

nantes de sangre).
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Hemos estudiado un total de 30 miembros de estos de-
partamentos distribufdos como sigue:

- 10 del Departamento de Inmunologfa.

- 12 de la Unidad de diflisis.,

-« 3 del Laboratorio de Nefrologfa.

- 5 del Departamento de Hematologfa (2 pertenecien-

tes al banco de sangre.).

También se han estudiado 19 miembros del departamento
de Microbiologfa, zona teéricamente considerada como de me-
nor riesgo. .

Once de estas personas han sido estudiados en m&s de
una ocasién y a todos se les ha seguido clfnicamente buscan

do posibles sfintomas de hepatitis aguda.

FAMILTARES DE ENFERMOS CON Ag HB CRONICAMENTE POSITIVOS.-

De 1as 1.829 determinaciones de Ag HB realizadas en -
el Departamento de Inmunologfa entre Octubre de 1.972 y Ju-
lio de 1.974, aparecieron 149 enfermos con Ag HB positivo.
De ellos 52 (39 varones y 13 hembras) se consideraron créni
camente positivos (considerdndose asf cuando el Ag HB era -
positivo en todas las determinaciones realizadas, y siempre
que el tiempo transcurrido entre la primera y 1la dltima fue
ra superior a tres meses),

Logramos estudiar un total de 32 (14 varones,18 hem--
bras) familiares de 14 (12 varones y 2 hembras) de estos --
portadores crénicos. |

S6lo se aceptaron para el estudio aquellos familiares
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que convivian en la misma casa que el enfermo. E1 mayor nd
mero de familiares de un solo enfermo que se consiguid es-
tudiar fué de 7 y el menor de 1. En muchas de estas fami--
lias solo se consiguié estudiar a alguno o algunos de los

miembros que convivian en la misma casa. Por su parentesco

con el enfermo estos familiares se distribufan as{:

Padres 5 Esposos 10 Primos 2
Tfon 2 Hermanos 3 Hijos 10

ENFERMOS CON_HEPATITIS AGUDAS TIPO B.~-

Se han inclufdo en este apartado solo aquellos enfer-
mos que han presentado aumento significativo de 1la TGO acom
patfiado de Ag HB positivo.

En total hemos estudiado 44 enfermos con estas carac-
terfsticas, con edades comprendidas entre los 18 y los 88 -
afios (media 37,7). De ellos 26 son hembras y 18 varonza, Eg

tos enfermos se han clasificado en 3 grupos:

A) Enfermos en programa de hemodiflisis periddicas cn ol Dg
partamento de Nefrologfa de la Fundacién:

Hemos estudiado los once enfermos quc cn los Gliivos
dos afios han desarrollado hepatitis agudas tino B. Sts oda-
des oscilaban entre los 25 y los 57 afios (madaia 36,5). o -

ellos 7 eran varones y 4 hembras),

B) Enfermos transplantados: Aquellos que en ol noo nbn o -
presentarse la hepatitis habfan sido ya transplaniesdi v su

tifién era funcionante.
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Estudiamos 3 de estos enfernos, con edades comprendi-
das entre los 19 y los 28 afios (media 23,3). De ellos 2 ---

eran hembras y uno varén).

C) Otros enfermos: La mayorfa de ellos acudieron a consulta
a la Fundacién por su proceso hepdtico, aunque algunos esta
ban siendo vistos por otros procesos cuando desarrollaron -
la hepatitis,

Estudiamos 30 de estos enfermos, con edades comprendi
das entre los 88 y los 18 afios (media 39,6). De ellos 20 --

eran hembras y 10 varones

Todos estos enfermos fueron estudiados durante perio-

dos de tiempo comprendidos entre los 1 y 12 meses.

IV-1-2) DETERMINACION DE LOS Ac HB:

En todos los sueros la determinacién fué realizada -
simultd&neamente por el método de doble difusién ya descrito

(1I11-1) y por hemaglutinacién pasiva (H.A.P.).

METODO DE HEMAGLUTINACION PASIVA

Dada la enorme sensibilidad de los métodos de agluti
nacién comparados con los de precipitacién, se han ideado -
numerosos procedimientos para recubrir ; patfculas (hemat{es,
patfculas de latex) con antigenos y poder asf{ extender el mé
todo a numérosos Sistemas antfgeno-anticuerpo. Los hematfes

absorben sobre su superficie algunos polisacdridos, y tras -
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modificar su superficie con &cido tdnico o cloruro crémico,
o por unién quimica mediante bencidina bisdiazotizada o glu-
taraldehido, también pueden ser recubiertos por protefnas., -
Aunque el método mds utilizado es el del 4cido tdnico, JANDL
y SIMMONS, 1957, mostrardn que la sensibilizacién de los he-
maties también puede hacerse con dcido crdémico, siendo este
procedimiento mucho m&s ripido y extremadamente sensible ---
(POSTON, 1974). Posteriormente algunos autores lo utilizaron
para pruebas'de hemaglutinacién pasiva con diversos antfge--
nos proteicos (GOLD y FUDENBERG, 1967, VYAS y cols. 1968), --
siendo VYAS y SHULMAN (1970) los primeros en utilizarlo para |
recubrir hematfes con Ag HB. Recientemente FAULK y HOUDA --
(1973) han mostrado la utilidad de este método de recubrimien
to de hematfes para numerosas técnicas inmunoldégicas, y POS-
TON (1974) ha propuesto la utilizacién de piperazina como --
buffer, consiguiendo asf una mayor estabilidad de reaccién.
En esencia consiste en incubar hematies con el an-
tfgenb y una solucién débil de CrCly. Después de lavados, es
tos hematies "sensibilizados" son puestos en contacto con el
suero problema, apareciendo una aglutinacién si éste contie-
ne anticuerpos especificos para el antfgeno utilizado. E1 mé

todo por nosotros empleado es como sigue:

Materiales, -

Hematies humanos_grupo O: Se preparan a partir de -

sangre heparinizada, Esta es centrifugada durante 7 mn a 3,000 .

rpm., eliminando el plasma y la capa de leucocitos. Los hema
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‘tfes se lavan 3 veces en ClNa 0,15M, centrifugando después
de cada lavado 3 mn a 3.000 rpm. para eliminar el sobrena--
dante. Los hematfes asi obtenidos se diluyen al 40% en ClNa
0,15M. Deben de ser conservados a 42 y utilizados frescos -

o dentro de las primeras 48 h.

Ahttgeno: Utilizamos el Ag HB purificado por nosotros
(I1I) a una concentracién de 94 microgramos/ml en C1lNa 0,15
M. Puede conservarse durante largo tiempo a -202 C y al me-

nos durante meses a 42C,

Cloruro crémico: CrCl,3.6H,0 (B.D.H. Analar). Prepara
mos una priméra solucién 0,0375M en agua destilada. Se utili
za una dilucién al 1/80 de esta primera en ClNa 0,15M, Esta
dilucién debe ser utilizada poco después de preparada y no -
puede ser conservada.

P.B,S.: ver III,

Suero de conejo normal (SCN): Obtenido en el labora-

torio. Conservado a -202,

Método. -
La reaccifén se hace en un tubo de 10 ml. donde afiadi

mos: |

- 0,3 ml, de hematfes humanos grupo O dilufdos al 407%.

- 0,6 ml. de Ag HB a una concentracién de 94 microgramos/

/ml.

Después de mezclar, agitando suavemente afiadimos:

- 0,6 ml. de CrCly (dilucién al 1/80 de solucién 0,0375M) .,
La mezcla es agitada suavemente durante 5 mn al cabo de 1los
cuales paramos la reaccién afiadiendo C1Na 0,15 M con SCN ==

1/500, centrifugando a 1300 rpm. en una centrffuga MSE a 42C
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durante 4 mn. Es importante no centrifugar las células en -
exceso para evitar su aglutinacién. Finalmente los hematfes
sensibilizados son conservados al 2% en PBS con SCN al 1/ =
/1000 en nevera a 42, pudiendo ser utilizados durante 3-4 -
dfas. |

Eltest de hemaglutinacién se realiza en placas de -
perspex del M.R.C. Se hacen diluciones seriadas del suero -
problema en PBS con SCN 1/1000,'comenzando por 1/3, de for-
ma que cada una tenga una concentracién triple de la siguien
te (1/9, 1/27, etc.). La pequeiia cantidad de SCN que pone-
mos es necesaria para que en los negativos los hematies sedi
menten en el fondo del pocillo.

Utilizamos 0,5 ml, de la dilucién delbsuero proble-
ma y 0,05 ml. de la suspensién de hematfes sensibilizados.
Después de una agitacién suave, dejamos reposar a temperatu
ra ambiente, realizando la lectura al cabo de 2 horas.(Fig.12)

También hemos probado a hacer la reaccién de hema--
glutinacién en placas de microaglutinacién (COOKE enginee--
ring Co), poniendo 0,05 ml. de la dilucién del suero proble
ma y 0,025 ml. de la suspensién dé hematfes sensibilizados.
Comparando con un mismo suero ambos sistemas, este dltimo nos
daba tftulos nueve veces menores (2 diluciones del suero). -
Este resultado resulta 16gico, considerando que la cantidad
del suero problema que utilizamos es proporcionalmente menor.
Probamos entonces a diluir mds los hematfes sensibilizados -
para restablecer la proporcién antisuero-hematies; con ello

aumentamos algo la sensibilidad del micrométodo, pero dado
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1/9 1/27 1/81 1/243 1/729 1/2187 1/6561

Fig, 12.- Prueba de hemaglutinacién pasiva en placas del M.R,C.

Diluciones sucesivas (entre 1/3 y 1/6561) de 5 sueros.
Primer suero: tftulo 1/9
Segundo suero:tftulo 1/81.
Tercer suero :tfttilo 1/243
Cuarto suero: tftulo 1/2187. En el dltimo pocillo también
‘ existe una aglutinacién muy ligera, pero no
fué considerada significativa.

Quinto suero: Tftulo 1/9.



que los resultados eran inferiores a los conseguidos con -

las placas de Perspex del M.R.C., adoptamos definitivamen-

te éstas, aunque ello supusiera un mayor gasto de reacti-=-

VoS,

Para establecer las concentraciones éptimas de Ag

HB y CrCly necesarias para sensibilizar los hematfes (ver

VYAS y cols} 1968), probamos las diluciones 1/20, 1/40, 1/

60, 1/80 y 1/100 de la solucidén 0,0375M de CrCl3 con dilu-

ciones 1/200, 1/300, y 1/400 de nuestra muestra concentra-

da de Ag HB (conteniendo 28,2 mg/ml) y que corresponden a

141 microgramos por ml., 94 microgramos/ml. y 70,5 micro--

gramos/ml, respectivamente. Con ellas titulamos un suero -

de conejo anti Au/SH comercial (Behringwerke) (tabla 3).

AgHB
Zgﬁmg/
/mlo

013Cr 0,0375M,

1/20 1/40 1/60 1/80 1/100
1/200 | Aglut.| Aglut. | 172187 | 1/19683| o
1/300 | Aglut. | Aglut. | 176561 | X759049( o
1/400 | Aglut. | Aglut. | /19683 |1/ 2187 o
0 Aglut, | Aglut. Aglut, o o

Tabla 3: Pruebas para determinar la concentracién Sptima de

Ag HB y de 013Cr para recubrir los hematfes.




Observamos que las concentraciones éptimas corresponden a
Cl4Cr dilufdo 1/80 (0,47mM) y Ag HB dilufdo 1/300 (94 micro
gramos/ml.) que proporcionan un tftulo de 1/59.049, siendo .
los controles negativos. Vemos que si aumentamos lar concen
tracién de C14Cr llega a aparecer una aglutinacién espontd-
nea, mientras que si la disminufmos, la sensibilizacién no
se produce. Tanto si aumentamos como si 'disminufmos la con-
centracién de Ag HB, los tftulos obtenidos son inferiores.

El mismo antisuero comercial utilizado para estas
pruebas sirvié para comprobar con cada nuevo lote de hema--
tfes si la sensibilizacién habfa sido correcta.

Como controles empleamos hematies sensibilizados

con PBS y hematfes sin sensibilizar con la dilucién mds con

centrada de los sueros problema (1/3) y con PBS.

1V-1-3) DETERMINACION DEL Ag HB,-

Se realizé en todos los casos, utilizando el método
de doble difusién ya descrito (I1I-1). Se valoré entre una y
‘tres cruces (¢) segin la intensidad de la precipitacién.

Se intenté también la determinacién de Ag HB por -
inhibicién de la hemaglutinacién (Vyas y Shulman 1970). Se -
utilizaron los mismos hematfes sensibilizados empleados en el
test de hemaglutinacién pasiva (ver IV-1) y diluciones sucesi
vas del antisuero control anti Au/SH de conejo comercial (Beh
ringwerke). A 0,5 ml. de estas diluciones colocadas en 108 ==

pocillos de las placas de perspex afiadfamos 0,05 ml., del sue-
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ro problema. Como control utilizédbamos las diluciones de an-
tisuero mds 0,05 ml. de solucidén salina. Si el suero problema
contenfa Ag HB éste se combinarfa a los Ac HB, descendiendo -
el titulo del antisuero comercial. “
Sin embargo esta técnica no dié buenos resultados pues |

las protefnas que contenfan los sueros eran capaces de inter-
ferir con frecuencia en la hemaglutinacién. Solo si dilufamos
considerablemente los sueros problema obtenfamos resultados -
claros, pero entonces la sensibilidad del método era pequeiia.
Por ello este método fué empleado solo para ver la inhibicién

de la hemaglutinacién con preparaciones purificadas de AgHB,
antes y después de calentadas, estudiando asf la resistencia
del antigeno al calentamiento. Estas preparaciones purifica
das al contener una concentracién muy baja de protefnas no in
terferfan la hemaglutinacién.

Para determinar el Ag HB por inhibicién de la hema-
glutinacién probamos también a afiadir a 0,5 ml. de diluciones
sucesivas del suero problema, una cantidad constante de anti-
suero anti Au/SH comercial (aquella que a la dilucién que que
daba en el pocillo daba un tftulo de 1/5). Sin embargo aquf -
también tuvimos pfoblemas por lo que abandonamos el mé&todo.

Estas dificultades en la determinacién del Ag HB por
inhibicién de la hemaglutinacién pasiva, también han sido en-
contradas por la mayorfa de los autores, sin embargo emplean
con éxito el test de HAP para determinar Ac HB (Ashcavai y Pe

ters 1973),



IV-1-4) ESTUDIO DE LA CLASE DE ANTICUERPOS.-

En el suero los anticuerpos IgM se presentan como -
: peﬁtémeros, mientras que 1os 1gG se hallan como mondmeros,
La capacidad aglutinante de la IgM es muy superior a la de
la IgG por su mayor valencia, pero desaparece totalmente -

si se la reduce a mondémeros.

Para saber si la aglutinacién producida por los sue-
ros era debida a anticuerpos especificps de 1la clase IgM o
IgG, decidimos tratarlos con un agente reductor, el 2-Mercap
toetanol, en una concentracién 0,05M que reduce el 90-95% de
la IgM a monémeros sin romper la IgG (como se comprueba por
filtracién por Sephadex G-200)., A COntinuaciGn evitamos la
repolimerizacién de los monémeros de IgM por alquilacién con

yodoacetamida.
Materiales.-

- 2-Mercaptoetanol (Eastman organic chemicals) solu
cién 1M,
- Yodoacetamida (B.D.H.) CHZI.Co.NHZ.SoluciGn 0,5M

preparada en el momento del uso.

Método.-
En un tubo de 10 ml., introducimos:
- suero problema: 0,95 ml,
- 2 ME: 0,05 ml. de la solucién 1M.
Incubamos durante dos horas en un bafio a 372C, A continuacién

y en un bafio a 42C, afiadimos 0,1 ml. de la solucién 0,5M de °
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yodoacetamida. Después de dejarlo algin tiempo a 42C, hace-
mos diluciones determinando el tftulo por hemaglutinacién -
pasiva. Simultdneamente determinamos el tftulo del suero --
sin reducir.

La presencia de ZHME y yodoacetamida hace que no sean
valorables las reacciones de la muestra sin reducir y a una -
diluecién 1/3, pero no parece afectar la hemaglutinacién a di-

luciones mayores

Iv-1-5) ESTUDIO DE LA INMUNIDAD CELULAR

SoESSEouEsoEmaEREIaSsRoRIRenEES=REITES

Pueden utilizarse diversos métodos para valorar la -
existencia de inmunidad mediada por células contra antfgenos
especificos de virus., E1 mds sencillo, las pruebas "in vivo"
por inoculacién del antigeno en la piel del sujeto, no pue--
den ser empleadas con el Ag HB dado su poder patégeno. De las
pruebas "in vitro" de inmunidad celular,. las pruebas de citp
toxicidad estdn comenzando a ser empleadas para antfgenos vi-
rales (STEELE y cols. 1973, DOHERTY y ZINKERNAGEL, 1974), pe-
ro tienen el inconveniente en nuestro caso de la dificultad -
de cultivar el virus de la hepatitis B.

Nos quedaban pues como posibles el estudio de la pro-
duccidén de MIF (factor inhibidor de 1la migracién) y la trans-
formacién blédstica de los .linfocitos. Se ha visto que la pri
mera se correlaciona mejor que la segunda con la hipersensibi
lidad tardfa tanto con antfgenos virales como no virales (DA-

VID y SCHLOSSMAN 1968; SENYK y cols. 1971) por lo Que decidi-
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mos emplearla,

RICH y LEWIS, en 1928, fueron los primeros en obser-
var que un antigeno (la tuberculina) inhibfa la migracién -
de células de animales con hipersensibilidad tardfa a ese -
mismo antfgeno. Desde entonces, se ha venido empleando este
método "in vitro" para poner de manifiesto la inmunidad ce-
lular en animales, En 1962, GEORGE y VENGHAN mejoraron técni
camente el método al introducir el uso de capilares y DAVID
(1964 a,b) precisd las condiciones necesarias. Afios mds tar
de, al demostrarse que el MIF puede actuar sobre macréfagos
de especie diferente de 1a de las células que lo han produci
do, se desarrolld un sistema mediante el cual se cultivaban
linfocitos humanos con y sin antfgeno, probando la existen--
cia de MIF en los sobrenadantes utilizando macréfagos de co-
baya como mediadores (THOR y cols. 1968, ROCKLIN y cols, ==
1970). Sin embargo, este test es laborioso por el manejo de
los sobrenadantes, quedando muy simplificado al demostrar SO
BORG y BENDIXEN (1967) que pueden ser utilizados los leucoci
tos humanos de sangre periférica como células indicadoras. -
CLAUSEN, en 1971, ideé la utilizacién de placas de agarosa en
lugar de capilares, con lo que aumentaba la sensibilidad del
método a la vez que se necesitaba menor nimero de leucocitos
y menos cantidad de antfgeno. Recientemente ha precisado nu-
merosos detalles del método (CLAUSEN, 1973, a,b,é.d.e). AS--
TOR y cols. (1973) demostraron que los resultados de este --

test se correlacionan bien con las pruebas cutdneas con di--



versos antfgenes (PPD, Candida y Estreptoquinasa-estreptodor
nasa).

El método consiste en esencia en aislar leucoci-
tos de la sangre periférica del enfermo, y una vez lavados,
incubarlos en el medio de.cultivo con y sin antigeno durante
media hora. Entonces son introducidos en pocillos en una pla
ca con agarosa y medio de.cultivo. A las 18 horas se observa
una migracién a pértir del pocillo, midiéndose y compardndo-
se el drea de migracidn de los leucocitos incubados con y --
sin antfgeno.

Nosotros lo empleamos como sigue:

Materiales., -

-Dextrano T 250 (Pharmacia): Al 6% en ClNa 0O,15M.

-Bicarbonato sédico:CoqlNa (Merck). Solucién con
140 mg/ml. en agua destilada (0,16M).

-Penicilina 6600 U/ml. ¢ Estreptomicina 6,6 mg/
ml.

-Suero de caballo (GIBCO)

-Medium 199 concentrado x 10 (BDH)

-Agarosa para electroforesis (BDH)

-Azul tripan (Gurr®s): Solucién al 0,5% en PBS

-Solucidén de Hank: Se prepara en el momento de
su empleo, mezclando a partes iguales dos soluciones (AyB
que pueden ser conservadas en nevera) diluyendo la mezcla -
10 veces en agua destilada y afiadiendo 3,4 mg/ml. de bicar-

bonato.



Sol. A:

ClNa (Mexck)eeeesesosesseee 160 mg/ml,
ClK (Merck)eesseeesecooae 8 mg/ml.
SO4Mg7H20 (Merck) veveososs 2 mg/ml.
Cleg.6H20 (Merck) ooeeeess 2 mg/ml.
Cl,Ca (Merck) vecovesescons 2,8 mg/ml.

en agua destilada.

Sol. Bs
PO,HNa,.12H,0 (Merck) evse. 3,04 mg/ml,
PO H K (Merck)eeeeesossess 1,2 mg/ml.
GluCOSAceevesessssnsscsees 20 mg/ml,

en agua destilada

- Material de vidrio (tubos, pipetas, etc,) si-

liconizado y de pl&stico (placas de Petri, tubos, etc.)
Debe traba jarse en condiciones estériles.

Mé&todo, -

Preparacién del medio de agarosa: Se prepara ca

da dfa para ser utilizado en fresco. Una solucién de agarosa al
1% en agua destilada se esteriliza en autoclave. Cuando se ha’
enfrfado a una temperatura de 472C, se afiade Medio de cultivo
199 para una concentracién final de x 1, suero de caballo pa-
ra 10%, bicarbonato sédico 375 mecrogramos/ml, Penicilina 66 -
U/ml. y Estreptomitina 66 microgramos/ml. Esto proporciona un
pH de 7,2-7,4 despuds de incubado en atm8sfera de aire.

En placas de Petri estériles de pléstico de 85 -

mm, de didmetro se vierten 10 ml. de esta mezcla y se deja so



-/ 2"

1idificar en posicidén estrictamente horizontal. Con un saca-
bocados hacemos 8 pocillos de 4,6 mm, de didmetro en cada --

placa.

Obtencién de los leucocitos:Tomamos 20 ml. de sangre
 del enfermo, que desfibfinamos en tubos de pldstico estéri--
les. Se vierte en tubos de vidrio siliconizados conteniendo
2 ml de dextrano T 250 al 6%. Se deja sedimentar durante una
hora, recogiéndose el sobrenadante rico en leucocitos, que -
se centrifuga durantéys mn a 250 g y 202C, Los leucocitos se
dimentados son lavados a continuacién 3 veces en solucién de
Hank, centrifugando 4 mn a 200 g. y 202C. Finalmente son re-
suspendidos en Medio de cultivo 199 conteniendo 10% de suero
de caballo, 375 microgramos de bicarbonato sédico por ml., 66
U/ml. de penicilina y 66 microgramos/ml. de estreptomicina,
ajustando las células a una concentracién de 2x108 células/ml.
Con azul tripan se comprueba que al menos 90% de los leucoci-
tos permanecen viables.

Habitualmente permanecen una cierta cantidad de he-

mat{es, que no interfieren con la migracién (CLAUSEN 1973 e).

Comprobacién de la viabilidad de los leucocitos: A

1 ml, de suspensidén de células se afiade 0,5 ml, de solucidn

de azul tripan al 0,5%. Se mezcla cuidadosamente durante cin
co minutos.y se lee inmediatamente en cdmara cuenta-glébulos.
Se cuentan 100 células, observando cudntas se han :: 'tefiido -

(células no viables).

Test de la migracidn leucocitaria:sLos leucocitos -
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obtenidos se dividen en tres muestras conteniendo cantidades
iguales y se incuban durante media hora a 37¢C, la primera -
‘afiadiendo Ag HB a una concentracién de 156 microgramos/ml.,
la segunda a 52 microgramos/ml., y la tercera sin antfgeno -
(control). Después de la incubacién, se rellenan los poci---
llos de las placas con las diversas muestras de leucocitos.

Habitualmente se urilizan dos placas por cada suge
ro, llenando dos pocillos de cada una con cada muestra., Con
ello cada muestra era probada por cuadruplicado. Sin embargo,
cuando se obtuvo una cantidad menor de células,sélo se proba =
ron dos o tres veces cada muestra. (No se segufa el experimen
to si al menos no se podia examinar por duplicado cada mues-
tra). Las placas eran incubadas en atmésfera de aire satura-
da de humedad a 372C durante 18 horas.

A continuacién, medfamos el didmetro de los halos
de migracién. Al drea de migracién se calculaba restando el
4rea del pocillo al drea total del halo, La comprobacién se
hacfa entre control y problema pertenecientes siempre a una
misma placa.

El 4rea total del control se encontraba por lo -

2

general entre 60 y 80 mm“ y s68lo se consideraban los resulta

dos si este 4rea era al menos de 45 mm2 (el 4drea del pocillo
era de 16,61 mmz). Tampoco se aceptaba la prueba si entre dos
dreas de la misma muestra y en la misma placa habfa diferen-

cias superior al 10%.

; Las concentraciones de Ag HB (52 microgramos/ml. y

156 microgramos/ml. se determinaron despu€s de diversas prue
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bas, observando que cantidades inferiores (23 microgramos/
ml) producfan inhibiciones menores, y que cantidades supe-
riores (312 microgramos/ml.) producfan efectos inespecffi-
cos sobre las células.

Hemos llamado fndice de migracién al ceciente del
irea de migracién de los leucocitos incubados con Ag HB por
el drea de migracién de los leucocitos incubados sin 1. Se
consideré positivo el test, si el Indice de migracidén era -

inferior a 0,80,



-

Fig, 13.- Prueba de inhibicién de la migracién leucocitaria.

1: Leucocitos incubados sin Ag HB.

2: Leucocitos incubados con Ag HB a una concentra-
cién de 52 microgramos/ml,

3: Leucocitos incubados con Ag HB a una concentra-
cién de 104 microgramos/ml.

43 Leucocitos incubados con Ag HB a una concentra-
cién de 156 microgramos/ml.

Se observa un menor halo de migracién de los leuco-

citos incubados con Ag HB, especialmente de aquellos

con concentraciones m&s elevadas,con respecto al con-

trol. Habitualmente s8lo se hacfan los nims. 1,2 y 4.



IV-2-RESULTADOS.-
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IV-2-1) DETERMINACION DE Ag y Ac HB

SEEEEREEESENEEmSXxEREEEEs BDoERS ==

CONTROLES SANOS, -

De los 45 casos estudiados ninguno tenfa Ag HB
positive  y 11 (24,4%) tenfan Ac HB detectables por H.A.P.
No existfan diferencias significativas entre am-

bos sexos:

Total Positivos
Hembras 23 6 (26%)
Varones 22 5 (22,7%)

Clasificados por edades se observa mayor ndmero
de positividades en la 4t y 5& décadas de la vida y menos -
en las primeras (28 y 3¢ décadas), siendo la diferencia en-

tres estos dos grupos estadfsticamente significativa (p 0,05)

Edad Total Positivos

10-19 8 1 (
)28 y 32 décadas: 2/16= 12,5%
20-29 8 1 (
30-39 6 2 (
)48 y 58 décadas: 6/15 = 407
40-49 9 4 (
50-59 6 1 §
60-69 6 1 §65 década en adelante: 3/14= 21,4%
70 2 1 (

Los tftulos encontrados son por lo general bajos:
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1/3 1+ 2 casos 1/27: 4 casos
1/9 :+ 4 casos 3>1/243: 1 caso

ENFERMOS CRONICOS NO HEPATICOS.=

De los veintiseis enfermos estudiados ninguno -
tenfa Ag HB por ID y nueve (34,6%) tenfan Ac HB detectables
por H.A.P.

Existe por tanto un mayor porcentaje de enfer--
mos crdénicos no hepiticoscon Ac HB que de sujetos sanos ---
(34,67% frente a 24,4%). Para descartar que esta diferencia
fuera debida a la edad media ligeramente superior entre los
enfermos que en los sanos (47,67 frente a 39,4%), compara--
mos estos enfermos con otros tantos sanos cdn la misma edad,

observando que persiste la diferencia (ver tabla)

Total Positivos Edad media
Sanos 26 7 (26,9%) 47,4
Enfermos 26 9 (34,6%) 47,6

En estos enfermos tampoco se observa una diferen
- cia significativa entre ambos sexos (cuatro hembras y cinco
4varones positivos de un total de diez y dieciseis respectiva
mente) y los tftulos son también en general ba jos:

1/3 s+ 2 casos 1/27:3 casos

1/9 s+ 2 casos 21/243:2 casos

Si reunimos ambos grupos de controles (sanos y -
enfermos) y los clasificamos por sexos y edades obéervamos -

que no existe diferencia entre sexos:



Total Positivos
Hembras 33 10 (30,3%)
Varones 38 10 (26,3%)

pero si existe un mayor nimero de personas con anticuerpos

a partir de los 30 afios, disminuyendo un poco a partir de

los 50 aiios:

Edad Total Positivos
10-19 9 1 (
)2¢ y 3% décadas: 2/19=10,5%
20-29 10 1 (
30-39 10 4 (
)42 y 5% décadasill/27=40,7%
40-49 17 7 (
50-59 10 2 g
60-69 13 4 g 62 década en adelante:7/25=
70 2 1 ( = 287

Estadisticamente la diferencia en los menores de 30 -
arios y aquellos entre 30 y 49 y entre los menores de 30 ---
afios y los mayores son significativas. Sin embargo las dife
rencias entre los de 30 a 49 afios Yy los mayores de 50 afios

no son significativas (p > 0,05).

ENFERMOS HEPATICOS CRONICOS.-

‘De los setenta y dos estudiados, diez (13,8%) tienen
AgHB positivo (de ellos seis también con Ac HB) y veintinue
ve tienen sflo Ac HB. La frecuencia total de Ag HB y/o Ac -
HB es 39/72 (547).

La diferente frecuencia de positividades con los en-

fermos crénicos no hepiticos es estadf{sticamente significa-
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tiva (p <0,05) lo que no puede ser atribufdo a diferencias
de edad ya que 1la ﬁedia de ambos grupos es muy sinilar (50
y 47,6 respectivamente),

Si clasificamos estos enfermos hepdticos segin su -
diagnéstico observamos que la frecuencia de Ag y/o Ac HB -
es mayor en los cirrdéticos que en las H.C.A. y mayor en €s
tas que en las H.C.P., Sin embargo estas diferenciés no lle

gan a ser estadisticamente significativas (p > 0,05)

Diagndstico n® casos Ag HB Ac HB AgjAc HE Total

H.C.P. 15 0 5 1 6 (40%)
H.C.A. 31 4 9 4 17 (54,6%)
Cirrosis 26 o 15 1 16 (61,5%)

Total 72 4 29 6 39 (54%)

‘De 1os setenta y dos enfermos estudiados treinta y
ocho (52,7%) eran bebedores habituales y en ellos se obser
va una frecuencia de Ag y/o Ac HB menor que en los no bebe
dores, siendo esta diferencia estadfsticamente significati

va (p € 0,05)

n2Casos Ag HB AC HB AgtAc HB Total
Bebedores 38 o} 16 1 17(44,7%)
No bebedores 34 4 13 5 22(64,77%(

Si tomamos solo los enfermos con Ag HB negativo , eg
ta diférencia se hace mucho menor (la frecuencia de Ac HB -
positivos es en ellos de 43,2% y 527% respectivamente) y ya

no es estadfsticamente significativa (p > 0,05)



Si comparamos los treinta y cuatro enfermos lepdticos
no bebedores con los veintiseis enfermos crénicos no hepd-
ticos observamos que existe una diferente frecuencia de Ag
y/o Ac HB (64,7% y 34,67%) que es estadfsticamente signifi-
cativa (p € 0,025.).

Por el contrario la diferencia entre los treinta y =--
ocho enfermos hepiticos behedores y los enfermos crénicos
no hepiticos (frecuencia de Ag y/o Ac HB de 44,7% y 34,6%)
respectivamente) no es estad{sticamente significativa (p>»
0,05).

Los tftulos de Ac HB de los Ag HB negativos son por lo
general bajos no existiendo diferencias marcadas dependien-

do del diagnéstico:

\ Tftulo de Ac HB

Diagndstico o 1/3 1/9 1/27 1/81 k1/243
H.CnPo 9 3 - . 1 R 1 -
H.C.A, 14 3 1 2 1 2
Cirrosis 10 4 3 5 1 2

Totaloocoo T 10 4 8 3 4

ENFERMOS EN PROGRAMA DE HEMODIALISIS. -

De los treinta y cinco enfermos estudiados, tres -
fueron en su  primera determinacidén Ag HB positivos, De -
‘los otros treinta y dos enfermos, dieciseis (50%) presenta

ron ya en la primera determinacién Ac HB demostrables por



H.A.P. Esta determinacidn fué realizada en la mayorfa de -
los casos en Junio de 1973 y en el resto poco después de -
que comenzaran a dializarse en la unidad (tabla IV),

Los varones presentaron una incidencia superior a --
las hembras, pero la diferencia entre ambos no es estadfsti

camente significativa (p » 0,05)

Total Ac HB positivos
Varones 20 11 (55%)
Hembras 12 5 (41,6%)

Tampoco exixten diferencias marcadas segun la edad
de los enfermos (tabla IV).

Si comparamos estos enfermos con los controles sa--
nos vemos que tienen Ac HB con una frecuencia muy superior
a éstos (50% frente al 24,4%) siendo la diferencia estadfs
ticamente significativa (p ¢ 0,025).

Los tftulos de Ac HB encontrados en estos enfermos

fueron:

1/3 :+ 2 Casos 1/27 :+ 3 Casos

21/243:3 Casos
1/9 + 6 Casos 1/81: 2 casos

Veintinueve de estos enfermos fueron estudiados pe
riédicamente durante periodos de tiempo comprendidos entre
los 2 y los 13 meses, entre Junio de 1973 y iulio de 1974,
En ellos se determinaron entre otros datos la TGO,el Ag HB
y los Ac HB.

La aparicién de una epidemia de hepatitis B duran-
te este tiempo en la unidad de didlisis nos permitié hacer
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una serie de observaciones interesantes sobre la evolucién
de estos enfermos. En total en la unidad, once enfermos =--
presentaron Ag HB positivo, con alteraciones mds o menos -
marcadas tanto clfnicas como bioqufmicas. E1 primero de --
ellos fué& el caso R-22, enferma a la que no se habfan deter
minado previamente los Ac HB, que en Agosto 1973 presentd -
una elevacidén de las transaminasas y Ag HB positivo. Después
en Octubre aparecié un segundo caso y sucesivamente tres -
en Nbviembre. uno en Enero, uno en Febrero, uno en Abril,-
uno en Mayo, y uno en Junio y uno en Julio.

De estos once enfermos, ocho tenfan determinacio--
nes previas de Ac HB. En seis casos éstos habfan sido nega-
tivos, otro (caso R-34) habfia tenido un tftulo de 1/9, que
posteriormente se habfa negativizado, y el octavo (caso R-
18) habfa tenido dos determinaciones previas positivas, la
primera con un tftulo de 1/9 y la segunda con un tftulo de
1/3. Entre esta dltima determinacién y la aparicién del Ag
HB transcurrié mes y medio. La diferente frecuencia de he-
patitis B entre los enfermos con y sin Ac HB es estadisti-
camente significativa, incluso considerando como positivo

el caso R-34, (p < 0,05).

Enfermos revisados periédicamente Hepatitis

Ac HB positivos.... 13 2 (15,3%)
Ac HB negativos.... 13 6 (46,1%)

Si incluyéramos al caso R-34 entre los negativos,

teniendo en cuenta que se habfa negativizado antes de pade



cer la hepatitis, la diferencia se harfa entonces muy signi

ficativa (p € 0,025)

Otro de los motivos que nos hicieron seguir periédi
camente a estos enfermos era observar si la presencia de Ac

HB y su tftulo estaba o né sometido a oscilaciones.

Los trece casos con la primera determinacién negati

va, que seguimos periédicamente presentardn:

- Tres (casos R-6, R-15, R-16) una hepatitis B,despuds de
la primera determinacién, haciéndose el Ag HB positivo.

- Tres (casos R-24,R-27, R-33) AcHB persistentemente nega
tivos (realizinfidose 3,6 y 4 detérminaciones respectivamente)
hasta que presentaron la hepatitis B.

- Cuatro (casos R-12, R-14, R-29, R-30) Ac HB persisten-
temente negativos durante todo el estudio (realizdndose 8,
7,2 y 6 determinaciones respectivamente).

- Dos (Casos R-11, R-13) dos determinaciones consecutivas
negativas, haciéndose ambos positivos simultdneamente en No
viembre de 1973 teniendo también un discreto aumento de las
transaminasas (&sto coincidié con la época en que otros cua
tro enfermos presentaron una hepatitis B).

Desde entonces todas sus determinaciones (cuatro para
el caso R-11 y cinco para el caso R-13, fueron positivas.

- Uno (caso R-20) ha sufrido diversas oscilaciones, tenien

do cinco determinaciones negativas y tres positivas,

En resumen, excluyendo los tres enfermos que se hi--

cieron Ag HB positivo después de la primera determinacidén,
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y no han vuelto a negativizarse (casos R-6, R-15, R-16), -
el resto menos uno (9 casos) han tenido un comportamiento
de las determinaciones de Ac HB muy estable.

Los trece casos con la primera determinacién de Ac

HB positiva se comportaron de la siguiente forma:

- Los dos casos que presentaron una hepatitis B, tuvie--
ron dos determinaciones previas, negativizandose la segunda
en uno de ellos (caso R=34),

- Seis (casos R-1, R-5, R-28, R-31, R-19, R-32,) tuvie--
ron Ac HB persistentemente positivos (repetidos 6,6,6,4,5 y
7 veces respectivamente) sin grandes oscilaciones en los tf
tulos.

- Dos (casos R-9 y R-2) tuvieron todas las determinacio--
nes positivas ( 5 cada uno) sufriendo un brusco aumento del
tftulo en Noviembre 1973 y Enero 1974 respectivamente que -
se mantuvo en el resto de las determihaciones.

- Dos (casos R-17, R-35) se han negativizado en la dlti-
ma determinacién (6% y 2&¢ respectivamente) observindose en
el primero de ellos cdmo el tftulo iba progresivamente dis-
minuyendo hasta llegar a desaparecer.

- Uno (caso R-10) ha sufrido diversas oscilaciones te--
niendo cuatro determinaciones positivas y otras tantas ne-
gativas.

En resumen, los tftulo de Ac HB son bastante cons-
tantes a lo largo de los meses, pero pueden llegar a desa-
parecer ( tres casos, uno de los cua;es sufrié pbsterior--

mente una hepatitis B) o aumentar bruscamente, muy proba--
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blemente como consecuencia de una nueva exposicién al Ag -
HB, que en los dos casos que hemos observado no se ha acom
pafiado de elevacién de las transaminasas ni ningin otro --

signo ni sfntoma de hepatitis.

De los dieciocho enfermos estudiados periddicamen-
te en los que no se objetivé nunca el Ag HB positivo, ocho
tuvieron en algin momehto de su estudio la TGO superior a
100 U. Estas elevaciones de la TGO son en general muy diff
ciles de explicar, pues con frecuencia no se acompafian de
sintomas u otros datos analfticos patolégicos. Entre otras
causas pueden ser debidos ademds de a una hepatitis B,a -
dafio hepdtico producido por virus de 1la hepatitis A, her--
pes virus, citomegalovirus u otros virus (Prince y cols, =
1974, Laitinen y Vaben 1974), por toxicidad de las drogas
administradas a estos pacientes (anabolizantes, etc), o =--
simplemente a éstasis hepdtico por insuficiencia cardiaca.

De estos ocho casos,dos (R-11 y R-13) presentaron
por primera vez Ac HB en la época en que se elevaron las =--
transaminasas, por lo que se puede afirmar que badecieron‘hha
hepatitis B subclfnica. Un tercero, (caso R-9) el unico que
llegé a tener ictericia y un episodio claro de hepatitis, -
tenfa previamente un tftulo de Ac HB de 1/81 que no se modi
ficé durante este cuadro (que ocurrié en Septiembre de 1973),
Sin embargo, dos meses mds tarde, en Noviembre, cuando ya -
su cuadro de hepatitis habfa desaparecido totalmente tuvo un

aumente brusco del tftulo de Ac HB (ver grdfica caso R-9),.
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Esto coincidié con la aparicién de Ag HB en un miembro --
del personal y cuatro enfermos, con la aparicién de Ac HB
por primera vez en otros dos y con una elevacién brusca -
de los Ac HB, similar a la de esta enferma en otro mids. -
Si su hepatitis hubierra sido del tipo B, la respuesta de
Ac HB hubiera aparecido al principio del proceso, como ve-
remos ocurrié en otros casos.

Hay que aceptar entonces que la hepatitis haya -
tenido otra etiologfa.

El aumento de las transaminasas de los otros cin
co enfermos (casos R-1, R-10, R-20, R-25 y R-29) en general
discretos, también debieron estar provocados por factores

independientes del virus de la hepatitis B.

DONANTES DE SANGRE RETRIBUIDOS.-

De los noventa y dos donantes Ag HB negativos es
tudiados, cuarenta y siete (51%) han presentado Ac HB por
H.A,P. La diferencia entre la frecuencia de aparicién de -
Ac HB en controles sanos y estos donantes es estadfstica--
mente muy significativa (p < 0,0025).

Los tftulos encontrados son los siguientes:

1/3 1+ 11 casos 1/27 1+ 15 casos

> 1/243:7 casos
1/9 + 7 casos 1/81 + 7 casos

De los veintiln donantes portadores de Ag HB es-

tudiados, sdlo cinco (23,8%) han presentado Ac HB detecta-



bles. Si comparamos la frecuencia de Ac HB entre los en--
fermos con hepatopatfas crénicas y Ag HB positivos y es--
tos portadores de Ag HB, la diferencia es estadfsticamen-

te significativa (p < 0,025).

n? casos Ac HB positivo
Enfermos Ag HB positivo 10 6 (60%)
Donantes Ag HB positivo 21 5 (23,8%)

A todos estos portadores del Ag HB se les ha de--
terminado la TGo a la vez que los Ac HB. Aquellos con Ac -
HB positivos tenfan niveles de TGO entre 140 y 67 mU (me--
dia 111,6) y los Ac HB negativos, niveles entre 100 y 24 -
mU (media 51,6), estando todas las determinaciones menos -
seis dentro de limites normaies (ver gr&fica). La diferen-
cia entre los niveles de TGO de ambos grupos es estadfsti-

camente muy significativa:s (p < 0,0005).

PERSONAL_TRABAJANDO EN _ZONAS DE ALTO RIESGO Y OTROS LABORA-
TORIOS. -

Se han hecho un total de cincuenta determinaciones
de Ag y Ac HB a treinta personas estudiadas, que trabajan =~

en las zonas consideradas de alto riesgo.

Ag HB: En estas determinaciones realizadas como control de
sujetos que no presentaban sintomatologia alguna,‘el Ag HB

ha sido negativo por ID en todos los casos.
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A8 HB: Considerando la primera determinacién realizada a -

cada sujeto los resultados han sido:

Positivos Negativos Total

Dpto. de Inmunologfa 7 3 10
Unidad de didlisis 8 4 12
Lab. de Nefrologfa 1 2 3
Dpto. de Hematologfa 4 1 5

20(66,6%) 10 30

Comparando la frecuencia de Ac HB en estos sujetos, -
con la frecuencia en controles sanos,oen enfermos crénicos
no hepdticos, las diferencias son estadfsticamente muy sig

nificativas (p ¢ 0,00025 y p ¢ 0,025 respectivamente.).

Los tftulos de Ac HB en estos sujetos han sido:

Neg. 1/3 1/9 1/27 1/81 31/243 Total

Inmunolog. 3 2 2 3 10
Hemodi4l. 4 1 1 2 4 12
Lab.Nefrolog. 2 1 3
Hematologfa 1 1 1 2 5

Totales... 10 4 4 1 2 9 30

Observamos que existen numerosos sujetos con titu--
los elevados ( > 1/81). Si comparamos la frecuencia de -
tftulos elevados entre las personas correspondientes a los

diversos grupos estudiados tenemos:
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§1/27  31/81  Total

Controles sanos cesessates 9 2(18,1%) 11
Enfermos crénicos no hep4ticos 7 2(22,4%) 9
Enfermos crénicos hep&ticos... 22 7(24,1%) 29
Enfermos en didl1lisis «eveceee 11 5(31,2%) 16
Donantes retribufdoS.eeeesess. 33 14(29,7%) 47
Personal en zonas de alto riesgo 9 11(55%) 20

Siendo las diferencias estadfsticamente significati
vag entre las personas trabajando en zonas de alto riesgo
y los controles sanos (p < 0,05), los enfermos hepdticos

crénicos (p < 0,025) y los donantes de sangre (p ¢ 0,05)

De las treinta personas trabajando en zonas de al
to riesgo estudiadas, una ha tenido una hepatitis B con -
posterioridad a la determinacidén de Ag y Ac HB. Pertene-
ce a la unidad de hemodiglisis y tenfa un tftulo previo -
(tres meses antes de comenzar el cuadro) de Ac HB de 1/3.
Como consecuencia de esta infeccién su tftulo '.subié a --
1/81.(Ver hepatitis caso 15).

En otras nueve de estas personas se han realizado -
mis de una determinacién (entre dos y seis determinaciones
segin los casos). De ellos siete eran positivos en la pri-
mera determinacién y lo siguieron siendo a tftulos similag
res a los que habfan tenido previamente.

Los otros dos, negativos en la primera determinacién

(uno de la unidad de hemodiflisis y uno del Departamento de



Inmunologfa) se hicieron positivos seis y diez meses més
tarde (tftulos 1/9 y 1/3). Repetida la determinacién un -
mes después en uno de ellos, volvié a ser positiva al =---
mismo tftulo (1/3). En ninguno de estos dos casos apare--
cieron signos clfnicos de hepatitis, ni tampoco fué posis
tivo el Ag HB en esa determinacidén ni en las anteriores -
(realizadas seis y dos meses antes).

Si consideramos el ndimero de personas con Ac HB al
final del estudio tenemos veintidos de treinta (73,3%), -
siendo las diferencias con todos los demds grupos estadfs-

ticamente significativa:

Frente a controles sanos: p € 0,00005

Frente a enfermos crénicos no hepdticos: p ¢ 0,0025
Frente a enfermos con hepatopatfas ¢rénicas: p 0,05

Frente a enfermos en didlisis: p £ 0,05

Frente a donantes: p & 0,025

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA, -

También fueron estudiados los diecinueve miembros
del laboratorio de microbiologia. Presentamos los resulta-
dos separadamente, dado que en este laboratorio es mucho -
menos frecuente la presencia de sangre de enfermos Ag HB -
positivo.

Los diecinueve casos fueron negativos para Ag HB

y seis (31,5%) tuvieron Ac HB detectables por H.A.P.
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Cuando se comparan los resultados con los de las per-
sonas trabajando en zonas de alto riesgo, la diferencia -

es estadisticamente muy significativa (p < 0,005).
Los tftulos de Ac HB encontrados fueron:

1/9 :+ 2 casos 1/81 : 1 caso
1/27: 1 caso 2 1/243: 2 casos.

Cuatro meses mds tarde de realizarse estas determina
ciones una de estas personas padecid una hepatitis B (ver
hepatitis caso 26)., Se trataba de una persona encargada
de la limpieza del material que desdehacia6 meses limpiaba
también material procedente del laboratorio de inmunologia.

La determinacién previa de Ac HB habfa sido negativa.

FAMILIARES DE ENFERMOS CON Ag HB CRONICAMENTE POSITIVO,=-

Ag HB: Deilos treinta y dos familiares estudiados, sélo -

tres (9,3%) tenfan Ag HB en suero detectable por ID., Los -
tres eran hi jos varones de padres con Ag HB persistentemen
te positivo. En uno de los caso (familia 4) determinacio-=-
nes posteriores demostraron también la persistencia del Ag

HB en el hi jo.

Ac HB: De los veintinueve familiares Ag HB negativo, vein-
titres (79,3%) presentaban Ac HB. Los tftulos de estas de-

terminaciones fueron:

1/3 :+ 3 Casos 1/27 :+ 5: casos

_ »>1/243:6 casos
1/9 " 6 casos 1/81 : 3 casos ~ / ‘
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Ag o Ac HB: De los treinta y dos familiares estudiados, vein

tiseis (81,25%) muestran haber tenido contacto con el virus
de la hepatitis B (presencia de Ag o Ac HB en sangre).

Si comparamos esta frecuencia con la de los demds -
grupos observamos que las diferencias son estadfsticamente’

significativas:

Frente a controles sanos: p £ 0,00005

Frente a enfermos crénicos no hepitices: p £ 0,00025

Frente a enfermos crdnicos hepdticos: p € 0,005
Frente a enfermos en didlisis: p €< 0,005
Frente a donantes de sangre: p < 0,0025

Frente a personal de Lab.de Microbiologfa: p £ 0,00025

No siéhdo sin embargo significativa la diferencia con las
personas trabajando en zonas de alto riesgo de contagio -
por virus de la hepatitis B (p » 0,05).

Si comparamos ambos sexos no existen diferencias --

significativas
. ne casos Ag HB Ac HB Total
Hembras 18 - 0 14 14 (77,7%)
Varones 14 . 3 9 12 (85,7%)

Si los subdividimos segiin su parentesco con el en-
fermo portador del Ag HB observamos que todos los familia-
res deisq‘mismavgeneracidn (esposos de los adultos y herma
nos o primos de los nifios) tienen Ac HB mientras que solo

' algunos de"las otras generac¢iones (padres, tfos e hijos) -
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Familia | (J.MGE.)

]

Familia 4(J.M.G.)

]

Famila 7 ( C.A.G.)

—

Familia 10 ( M.M.R.)

0—®

Famiia I3 ( ME.M.)

Familia 2 (M.R.S.)

K——®

0O ®

FamilioS (J.V.H.)

C—&
F amilia 8 (A. R.R.)

;

Familia 11 ( HG.S.)

o—®

Familie 14 (J.C.C.)

R -i6

O

P

Familia 3 (E.M.T.)

Familia 6 (T. R.G.)

O
® O

Familia 9 (A.C.P.)

Familial2 (C.A A, )

D Enfermo portador cronico
] Familiar Ag HB positivo
@ " Ac HB positivo
O - negativo para Ag yAc HB

Gréfica 1V-2. Estudio de familiares de enfermas hepaticos con Ag HB cronicaments positivo
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tienen Ag &:Ac HB.

Ne casos Ag HB Ac HB Con Ag o Ac HB

Padres 5 0 4 4) generacién
( 5/7=71,4%
T{os 2 0 1 1) superior
Esposos 10 0] 10 10)
(misma
Hermanos 3 0 3 32 15/15=100%
Primos 2 o 2 , 2)generacién
generacidn —EO
Hi jos 10 3 3 6ginferior 6/10=607%

Si comparamos estadfsticamente 1la frecuencia de Ag
HB o Ac HB entre los familiares de la misma generacién y -
los de la superior e inferior, ambas diferencias son sig-

nificativas (p € 0,025 y p £ 0,005 respectivamente).

Si comparamos la frecuencia de Ag o Ac HB en los

esposos con la de los familiares consangufineos reunidos,

la diferencia es también estadisticamente significativa

(p < 0,05 ) pero mucho menor que si comparamos los de
la misma generacién con los de las dem&s generaciones reu-
nidos (p £ 0,01).

Si consideramos los titulos elevados de Ac HB, ob-
servamos que de los nueve superiores o iguales a 1/81, ocho
corresponden a familiares de la misma generacién (cuatro --
esposas, dos hermanos y dos primos) y uno a un hijo de un
enfermo. Esta diferencia entre titulos de Ac HB de los fami
liares de 1a misma y distinta generacién también es estadfs

ticamente significativa (p £ 0,05).
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Ac HB Ac HB

Positivos > 1/81
Misma generacidn 15 8 (53,3%)
Otras generaciones 8 1 (12,5%)

ENFERMOS CON HEPATITIS AGUDAS_TIPO B.-

Por sus manifestaciones clfnicas y su evolucién

estos enfermos pueden clasificarse en dos grupos:

A) Enfermos sin patologfa previa o con enfermedades que

no modifican el curso de la hepatitis aguda.

B) Enfermos en insuficiencia renal terminal, inclufdos
en el programa de hemodi&lisis periédicas y enfermos trans

plantados y tratados con terapéutica inmunosupresora.

A) Hemos estudiado treinta enfermos del primer gru
po, Casos 1 a 30. De estos enfermos todos menos uno (caso
24), han tenido algunos sintomas tfpicos de la enfermedad:
Astenia, anorexia, urticaria, artralgias, mialgias, febrf-
cula, molestias en hipocondrio derecho, hipocolia, coluria,
e ictericia (esta dltima en veintiseis casos).

En veintidos casos no existfa ningin antecedente cla
ro que indicara el momento del contagio, sin embargo ocho -~
de ellos estaban sometidos a un alto riesgo de infeccién --
- por el medio en el que vivfan:

- Tres ATS (Casos 5, 7 y 22) una de ellas trabajando

en quirdéfanos, otra en la unidad de hemodidlisis, y la ter
cera en una sala de medicina interna.
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- Una (caso 15) prestando sus servicios en la unidad de
hemodiglisis.

- Uno (caso 17) novio de una enferma que acababa de pade
cer una hepatitis aguda tipo B.

- Una (Caso 23) esposa de un enfermo Ag HB positivo.

- Uno (Caso 9) cirujano del departamento de Urologfa.

- Una (caso 26) empleada encargada de la limpieza de ma
terial del Departamento de Inmunologfa.

Otros siete tenfan un antecedente, - origen muy probable

de la infeccidn:

- Uno habfa sido transfundido cuatro meses antes (caso 3)

- Cinco habfan sido intervenidos quirdrgicamente, (el cag
so 10) de un mesotelioma epiploico cuatro meses antes, (el
caso 12) habfa recibido una doble prétesis cardiaca cuatro
meses antes, al caso 25 le habfa sido extirpado un quiste
hidatfdico, y al caso 28 se le habfa practicado una anulo-
plastia mitral seis meses antes y al caso 19 se le habfa co
locado una prétesis mitral tres meses antes.

- Una enfermedad habfa dado a luz dos meses antes (céso
30).

Finalmente en un caso (caso 14) existfa un antecedente
indudable de contagio. Se trataba de un cirujano cardiovas-
cular que habfa recibido un pinchazo con una aguja operando

a un enfermo Ag HB positivo.

Dos casos tenfan en su historia un episodio previo de -

hepatitis aguda. Ambas eran ATS (casos 7 y 22)., A la prime-
ra de ellas se le habfa practicado una determinacién de Ag
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HB durante dicho episodio siendo negativo y a la otra se le
habfa practicado una vez curado el cuadro, siendo también

negativo.

Hay que pensar que muy probablemente estos episo-
dios previos correspondieron a hepatitis A,

De los treinta casos estudiados, el Ag HB se nega
tivizé en veintiocho. La duracién mdxima de la antigenemia
desde el comienzo de los sfntomas fué de 10 semanas (casos
9 y 14). Uno de ellos sin embargo (caso 22) al voiver a re-
visidén tres meses mds tarde tenfa el Ag HB positivo de nue-
vo. De los dos casos en los que no se llegd a observar la -
negativizacién del Ag HB, uno (caso 29) no se repitié la dg
terminacién al volver a revisién cuando el resto de los da-
tos clfnicos y analfticos eran normales, y el otro (caso 17)
persistié con TGO y TGP elevadas, y el Ag HB positivo duran
te los seis meses en que se siguié su evolucidén (realizdndo
sele un total de seis determinaciones); tanto este paciente
como el caso 22, habfan tenido un episodio agudo con poca
sintomatologfa no llegando a tener ictericia.

Los Ac HB fueron negativos en la primera determing
cién en veintitres casos. De ellos,en catorce se hicieron -
posteriormente positives. S8lo uno de estos casos (n221),
present§ Ac HB cuando todavia el Ag’HB era detectable por
ID (sexta semana después del comienzo del los sfntomas) ne
gativizdndose a la semana siguiente. En el resto, (13 casos)

los Ac HB aparecieron cuando el Ag HB ya se habfa negativi
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zado (en general entre 1 y 5 semanas después de negativi-
zarse el Ag HB y entre 4 y 10 semanas después del comienzo
de los sfntomas). Los tftulos en general fueron bajos 1lle-
gando sélo en cuatro casos a 1/81 (casos ndms. 2,3,5,10).-
En los nueve casos en que no encontramos ninguna determina
cién de Ac HB positivos, los enfermos fueron seguidos menos
de cinco semanas en tres casos (casos nims. 19,24 y 29), -
entre cinco y diez semanas en otros cuatro casos (casos --
nims. 8,10,26 y 27) y doce semanas en un caso (n2l4) que -
permanecié con Ag HB positivo durante diez semanas. En el
otro caso (n2 1) sélo se determinaron los Ac HB, 21 y 22 -
meses después de ocurrido el episodio de hepatitis B y am-
bas determinaciones fueron negativas.

En resumen, de estos veintitres enfermos se hicie-
ron setenta y seis determinaciones de Ac HB por hemagluti-

nacién siendo:

- Negativas las doce determinaciones practicadas en
las tres primeras semanas después del comienzo de los sfinto
mas.

- Positivas tres de las veintidés (13,6%) determinag
ciones practicadas entre las cuatro y las seis semanas.,

- Positivas seis de las diecinueve (31,5%) determi-
naciones practicadas entre las siete y las nueve semanas.

* = Positivas cuatro de las doce (33,3%) determinacio
nes practicadas entre las diez y las trece semanas,

. = Positivas cuatro de las seis (66,6%) practicadas,
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entre lastrece y lasdieciocho semanas. Las dos negativas -

correspondfan a enfermos (casos nims. 4 y 10) que las ha=-

bfan tenido previamente positivas

- Tres determinaciones practicadas a los cinco, -
ocho y diez meses fueron positivas.
- Dos determinaciones practicadas al caso n2l a los

veintiun y veintidos meses fueron negativas.

Observamos que el mayor nimero de determinaciones
positivas ocurren a partir de las siete semanas, persistienl
do algunas después de varios meses de pasada la hepatitis y
negativiz&dndose en cambio otros (casos 4 y 10) después de -

tres meses del comienzo de los sfntomas.

En siete casos (17,5%) los Ac HB fueron positivos
en la primera determinacién practicada. cuando el Ag HB --
adn era positivo y cuando habfan transcurrido entre dos y
cinco semanas después del comienzo del cuadro (casos 15,17,
22,23,25,28 y 30). En todos estos casos los Ac HB fueron po
sitivos en todas las determinaciones. E1 caso 15 era una em
pleada de la unidad de Hemodidlisis que cuatro meses antes
de comenzar su enfermedad tenfa una determinacién de Ac HB
positiva a un tftulo de 1/3. Dos semanas después del comien
zo de la hepatitis, el tftulo era de 1/81 y todas las deter
minaciones fueron positivas (un total de siete, la dltima -
a los siete meses). En este caso estd claro que la apari--
ciGn tan precoz de los Ac HB se debe a que se trata de una

respuesta secundaria. En los demds casos no tenemos determi
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naciones previas, pero pensamos que probablemente se trate
también de enfermos que habfan tenido un contacto previo -
con el Ag HB, no quedando totalmente inmunizados (al menos
~aquellos en los que los Ac HB han sido encontrados mds pre

cozmente en el transcurso de la enfermedad).

B) Enfermos en programa_de hemodiflisis periddicas y en-
fermos transplantados vy tratados con inmunosupresores.

Hemos estudiado catorce enfermos pertenecientes a es-
tos, once en hemodidlisis periédicas al aparecer el Ag HB
positivo (casos 31 a 4l1) y tres transplantados (casos 42
a 44),

De los once enfermos en programa de hemodidlisis ocho
llevaban al menos cinco meses dializdndose en la unidad, -
cuando aparecid el Ag HB positivo. Otros dos (casos 38 y 40
se dializaban en su domicilio, pero se habian dializado en
la unidad cinco y dos meses antes respectivamente. El otro
caso (n? 34) acababa de ingresar en el programa unos dfas an
tes y se le estaban practicando ailn didlisis peritoneales.

De los tres transplantados, el caso 43 habfa estado
en hemodiflisis hasta un mes antes de aparecer la hepatitis,
el caso 44 hasta cinco meses antes y el caso 42 hasta dieci
ocho meses antes, siendo &ste el Unico caso en el que se -
pueden descartar las hemodidlisis como fuehte de la infec
cién,

. En once de los catorce casos la hepatitis cursé de
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forma anictérica y précticamente sin sintomatologfa, siepn
do diagnésticas al encontrar en andlisis de control, tran
saminasas elevadas y Ag HB positivo,

En los otros tres casos el curso fué también mds -
benigno que en los enfermos de grupo A), desapareciendo -
la sintomatologfa al cabo de dos a cuatro semanas y no so
brepasando las cifras de bilirrubina total los 2,2 mg., -
6,1 mg. y 5,7 mg%. (casos 33,34 y 40 respectivamente),

De los catorce enfermos estudiados solo a uno se le
ha negativizado el Ag HB (caso 34), Este enfermo es el que
tuvo el cuadro agudo mds florido, con la cifra de dbilirru-
bina m4s elevada, Es también el que llevaba menos tiempo -
en una situacién de insuficiencia renal terminal (acababa

de empezar a dializarse pocos dfas antes).

En los doce enfermos en los que se han determinado
periddicamente los Ac HB después de presentarse el Ag HB
en sangre, se ha observado la aparicién de dichos anti--
cuerpos. En el caso 34 cuyo Ag HB se hizo negativo, des--
puds de negativizarse &ste y en los demds coexistiendo con
el Ag HB. En estos casos es muy dificil precisar el tiempo

que ha transcurrido entre el comienzo de la enfermedad y
la aparicién del Ac HB pues la mayorfa de los casos son -

prdcticamente asintomdticos.

+» En resumen, la aparicidn de Ag . HB en sangre de 1los
enfermos en programa de hemodiflisis periédicas y transplan

tados,; produce un cuadro muy diferente, tanto en su presen
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tacién como en su evolucién al que se produce en enfermos -

previamente sanos o con otros procesos (ver tabla 5).

B)Dializados y transplantados

Asintom&tica (11/14 casos)
Anictérica (11/14 casos)

TGO persiste con frecuencia
elevada después de varios -
meses (8/14 casos).

Ag HB persistentemente posi
tivo (13/14 casos).

Ac HB detectados mientras -
persiste el Ag HB (11/12 ca
S08) .

A) Otros enfermos.

Sintomd&tica (29/30 casos).
Ictericia (26/30 casos).

TGO se normaliza al cabo =
de algunas semanas (25/26
casos) .

Ag HB negativo al cabo de
algunas semanas (27/29 casos)

Ac HB aparecen en general -
después de desaparecer el -
Ag HB (14/21 casos).

Tabla 5.-Evolucién de las hepatitis agudas tipo B.

En ninguno de los dos grupos de casos la aparicién

de Ac HB detectables por H.A.P. coincide con una mejorfa o em

peoramiento de la evolucién del proceso.
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RESUMEN DE LAS OBSERVACIONES. -

CaSO 10- S.O.P. Ho 67 aﬁOS.

Diabética. Comenz§ el 20-XI-1972 con astenia y anore
xia progresivas. Quince dfas mds tarde coluria e ictericia -
por lo que fué ingresada. E1 7-XI1I-1972 en.los primeros anilji
sis practicados, presenté TGO > 250 mU/mlfv bilirrubina > -
10 mgrs. vy AgHB positivo. La dltima determinacién de Ag HB pg
sitiva fué el 9-1-1973. Diez dias mids tarde el Aé HB era nega
tivo y el resto de los parametros bioquimicos prdcticamente =
normales. Entonces no se practicd determinacién de Ac HB por
HAP. Volvié a revisién en Septiembre de 1973, presentando TGO
y bilirrubina normales y Ag HB y Ac HB negativos (repetidos -
dos veces).

CaSO 2." E.MlS.T. JH. 40 aﬁOS.

Sus sfntomas (astenia, anorexia, coluria e ictericia)
comenzaron el 15-1-1973., Ingresd un mes mas tarde teniendo -
entonces TGO 295 U., bilirrubina total 8,8 mgrs. y Ag HB posi
tivo. Este se negativizdé el 7-1II1-1973 cuando las transamina-
sas habfan descendido a 132 mU. y la bilirrubina total era de
1,76. Volvid a revisién el 6-VI-1973 teniendo entonces todas
las pruebas bioqufmicas (TGO, TGP, bilirrubina y fosfatasa al
calina) normales, Ag HB negativo y un tftulo de Ac HB de 1/81.
Una biopsia del 24-11-1973 mostraba un patrén de Hepatitis --
aguda viral. '

Caso 3.- M,S.P. H. 88 afios.

Hernia de hiatus y anemia ferropénica, siendo trans-
fundida repetidamente en Noviembre y Diciembre de 1972, A --
principio de Abril de 1973, comenzd con un cuadro de Hepati-
tis aguda siendo el Ag HB positivo el 10-1V-1973, La bilirru
bina 11e§6 a 18 mgrs. el 24-1V-1973. E1 14-XII1-1973, vuelve
a revisidén encontridndose entonces todas las pruebas bioqufmi
cas normales, Ag HB negativo y Ac HB de 1/81.

Caso 4,- H.C.B. H. 77 afios.

Diagnosticada de artrosis y diabetes. A primeros de
Abril de 1973, comenz8 con anorexia, dolor en hipocondrio -
derecho, hipocolia, coluria e ictericia. Ingresé el 10-1IV -
1973, presentando TGO 512 U, y bilirrubina superior a 10 mgrs.
Esta 1llegé a ser de 27,3 mgrs. el 21-1V-1973. E1 Ag HB fué -
positivo a su ingreso negativizdndose el 8-VI-1973 cuando la
bilirrubina era de 3p4 y 1la TGO de 135. Los Ac HB se hicieron
positivos el 19-VI-1973 (1/9), subiendo a 1/27, para negativi
zarse en la Gltima determinacién el 10-VII-1973. -

a) Las determinaciones de TGO se hicieron en un autoanaliza
dor'SMA 12-60 (Technicon)$g Con esta técnica las cifras -
normales son hasta 50 mU.,, no dando valores mayores de_-

SO mU. En algunos casos en que se sobrepasabg esta cifra
%as getermina%iones se hiciegon mediantepe? mgtogo de -~-

Reitman-Frankel (normal hasta 25 U.)
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CaSO 50‘ MoAaMle Ht 22 aﬁOS.

A.T.S. trabajando en quiréfano. Comenzé con artralgias
en la segunda quincena de Mayo de 1973. Poco después le apare-
cié astenia, anorexia, coluria, e ictericia, siendo positivo -
el Ag HB en la primera determinacién el 1-VI-1973, negativizdn
dose el 10-VII-1973, quince dfas después de desaparecer la ic-
tericia y cuando la TGO era de 96 mU. Los Ac HB fueron sdlo po
sitivos en la dltima determinacién el 31-VII-1973. (1/81).

. CaSO 60" MoS.POQ. }{o 73 aﬁos.

Comienza a principios de Mayo de 1.973 con astenia y
anorexia. Hacia el 15-¥-1973, coluria y dolores articulares -
en hombros, codos, mufiecas y tobillos. Desde el 1-VI-1973 ic
tericliaa y pocos dfas mds tarde prurito. Ingresa el 9-VI-1973
presentando TGO > 250 mU, Bilirrubina total 4,2 y Ag HB posi
tivo, La bilirrubina llegd a 15,8 el 22-VI-1973. E1 Ag HB se
negativizé el 3-VII-1973 cuando alin persistfan alteraciones -
bioqufmicas importantes. Los Ac HB fueron negativos durante -
su ingreso, encontrdndose sin embargo un titulo de 1/9 al --
volver a revisidn en el mes de Septiembre cuando se encontra-
ba clfnica y analfticamente normal.

Caso 7.~ B.M.G. H. 25 afios.,

A.T.S. trabajando en la unidad de hemodidlisis. En
Mayo de 1972, tuvo un cuadro de hepatitis aguda que duré 15
dfas con TGO » 250 mU. y bilirrubina total de hasta 5,6 mg.
E1l Ag HB fué ne%ativo y curd sin dejar secuelas. A principios
de Junio de 1973, comenzé de nuevo con un cuadro similar sien
do en esta ocasién el Ag HB positivo durante cuatro semanas.
No 1legs a tener ictericia, pero la TGO, normal con los prime
ros sfntomas, fué luego superior a 250 mU. durante 15 dfas. -
La determinacién de Ac HB fué positiva por primera vez el 27-
VII-1973 (1/27), persistiendo a tftulo menor hasta la dltima
determinacién el 11-VIII-1973.

Caso 8,- M.D.A.E. H. 37 afios.

Comienza el 4-VI-1973 con nduseas, febrfcula, vémitos
biliosos y dolores abdominales difusos. Cuatro dias despuds -
coluria, ictericia y prurito. Ingresa el 14-VI-1973 y en los
primeros andlisis tiene TGO » 250 mU. y bilirrubina total =--
13,6 mgrs. La ictericia desparece al cabo de quince dfas pero
la TGO permanece elevada hasta su alta el 12-VII-1973. Vuelve
el 20-VII-1973, totalmente asintomdtica pero no se hace los -
andlisis que se la solicitan, E1 Ag HB es positivo desde su in
greso hasta el 12-VII-1973 y los Ac HB son negativos en todas
las determinaciones.
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Caso 9.,- R.D.G, V. 28 arfios.

Cirujano, Comenzd con artralgias el 15-V-1973. Poco
después astenia y anorexia y desde rpincipios de Junio ictg
ricia, se le encontrd entonces TGO: 500 U. El1 primer Ag HB
se le practicé el 22-VI-1973 siendo positivo, persistiendo
asf{ hasta el 28-VII-1973. Entonces le desaparecid también -
la icteriria y dos semanas después la TGO bajé de 100 mU. -
Entonces los Ac HB eran aln negativos. En Abril de 1974 se
le repitieron todas las determinaciones que fueron normales
con Ag HB negativo y Ac HB positivos (1/3).

Caso 10.- C.G.R. H. 51 afios.

Operada de un mesotelioma epiploico en 19-1I-1973.,
Ingresa el 24-VI-1973 por padecer una ciidtica, siendo enton-
ces las determinaciones bioqufmicas normales. Diez dfas mds
tarde comienza con astenia, coluria e ictericia, elevdndose
la TGO ( > 250 mU.) y la bilirrubina (7,1 mgrs.). E1 Ag HB
es entonces positivo. Es dada de alta y al volver a revisién
dos meses después el Ag HB es negativo y el resto de los pa-
rametros normales. Las dos determinaciones de Ac HB prdctica
das son negativas (5-VII-1973 y 6-1X-1973).

CaSO 11." CoMoRc Hc 22 aﬁOS.

Ingresa el 15-1X-1973 refiriendo ictericia desde 10
dfas antes. Tiene entonces TGO > 250 mU., bilirrubina > 10 -
mgrs. Yy Ag HB positivo, E1 6-X-1973 1la TGO es de 200 mU., bi
lirrubina 1,76 y Ag HB negativo. Los Ac HB son entonces de -
1/9. Dos meses después vuelve a revisidén asintomdtica siendo
todos los datos analfticos normales. No se le hacen Ag ni Ac
HB en esta revisidn,

Caso 12.- J.G.B, V. 52 afios.

Enfermo polivalvular, operado en Junio de 1973 ponién
dole prétesis mitral y adrtica y haciéndole comisurotomfa y -
anuloplastia tricidspide. Reingresa el 30-X-1973 habiendo desa-
parecido la ortopnea y los edemas, pero con niuseas, astenia,
anorexia, coluria, e ictericlia desde 7 dfas antes. Tiene TGO -

2 250 mU, bilirrubina » 10 mgrs. y Ag HB positivo. E1 Ag HB -
se negativiza quince dfas m4&s tarde cuando ain persisten las -
transaminasas muy elevadas y la bilirrubina superior a 10 mgrs.
Posteriormente mejora siendo dado de alta el 3-XII-1973 con TGO
75 mU, y bilirrubina 4,5 mgrs. Sigue repitiéndose semanalmente
Ag y Ac HB persistiendo el primero siempre negativo y aparecien
do un tftulo de Ac de 1/81 el 26-X11-1973. Vuelve a revisidén -=-
en Febrero de 1974 presentando una bioqufmica normal, pero esta
vez no se repite Ag y Ac HB, '



Caso 13,- J.V.O. V. 28 arfios.

Comienza con astenia, anorexia, coluria e ictericia
hacia el 20-X-1973. Viene a consulta el 31-X-1973 presentan-
do TGO > 250 mU,, bilirrubinap» 10 mgrs. Ag HB positivo y Ac =~
HB negativos. Se le manda tratamiento volviendo asintomdtico
el 18-11-1974, Entonces las transaminasas y la bilirrubina -
s7n7norma1es el Ag HB negativo y tiene an tftulo de Ac HB de
1/27.

Caso 14,- J.P.L.Cs V. 27 afios.

Cirujano cardiovascular sufrié un pinchazo con una
aguja interviniendo a un enfermo Ag HB positivo en Julio de
1973, A principios de Noviembre comienza con molestias en hi
pocondrio derecho, nduseas, astenia y coluria. E1 11-XI-1973
nota ictericia conjuntival. Ingresa el 14-XI-1973 con TGO --
370 U., bilirrubina 4,2 mgrs. y Ag HB positivo. La ictericia
desaparece el 17-XII-1973. E1 Ag HB se negativiza el 22-1---
1974, coincidiendo con TGO: 90 mU. Los Ac HB son negativos -
en las siete determinaciones realizadas entre el 14-XI-1973
y el 22-1-1974,

Caso 15.- T.S.S. H, 23 afios.

Empleada en 1la unidad de hemodidlisis. En Agosto de
1973 en unos andlisis de control tiene transaminasas, bili--
rrubina y fosfatasa alcalina normales, Ag HB negativo y un -
tftulo de Ac HB 1/3, E1 15-XI-1973 coincidiendo con una epide
mia de hepatitis B. en los enfermos de la unidad, comienza -
con astenia, mialgias y artralgias. E1 19-XI-1973 se le prac
tica un Ag HB que resulta positivo. El1 22-XI-1973 le aparece
coluria y pocos dias mis tarde hipocolia, ictericia y pruri-
to. Entonces tiene TGO 405 U. y bilirrubina 0,8 mgrs. Esta -
sube a 8,6 mgrs. el 3-XI1-1973, E1 Ag HB se negativiza el 10-
X11-1973., E1 17-XX11-1973, le desaparece la ictericia. La -=--
TGO es entonces de 105 mU. Se repite determinaciones en Enero
Febrero y Marzo que son normales. La primera determinacidn de
Ac HB practicada el 23-XI-1973 es de 1/81i. Se le repiten otras
igis qug720n todas positivas.(T{tulos 1/27, 1/81) 1la dltima el

-VI"]. )

CaSO 16."' R'F.B. Ho 18 aﬁOSo

A finales de Noviembre de 1973 comienza con nduseas,
astenia, anorexia, coluria e ictericia. Es vista el 10-XII--
1973, presentando TGO > 250 mU,, bilirrubina » 10 mgrs. Ag HB
positivo y Ac HB negativos. La ictericia le desaparece diez -
dfas mids tarde teniendo el 22-XII-1973 TGO 85 mU. Ag HB nega-
tivo y Ac HB 1/27. :

CaSO 179" JoMoM.Ro V. 18 aﬁOSO

Novio de R,F.B, (caso 16), A 1 d
1973 presenta astenia fgebre de 38-35’98a fs S onsorembre de
tonces TGO 240 mU.,, bilirrubina 0,5 mgrs..y ngﬁgugggig?vﬁ? -
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Es diagnosticado de hepatitis aguda. Al cabo de algunos dfas
queda asintomitico pero en sucesivas revisiones el Ag liB per
siste positivo y las transaminasas elevadas. La bilirrubina s
. siempre normal. Cinco determinaciones de Ac HB (entre el 7-I-
1974 y el 11-VI-1974)son positivas (titulos entre 1/9 y 1/27).
Por una biopsia realizada el 15-VI-1974 es diagnosticado de -
hepatitis aguda prolongada.

Caso 18.- C.M.P. V. 60 afios.

El 20-1-1974 comienza con coluria, hipocolba y tres
dfas m&s tarde ictericia. E1 7-11-1974 se le encuentran TGO
> 250 mU., bilirrubina » de 10 y Ag HB positivo. Entonces -
los Ac HB son negativos. Vuelve a revisién el 2-1V-1974 con-
tando que le desparecié la ictericia un mes antes y se en--
cuentra asintomdtico. La bioqufmica es entonces normal el Ag
HB negativo y tiene un tftulo de Ac HB de 1/9.

Caso 19.- I.G.L. He 43 afios,

Intervenida el 16-XI-1973 colocdndosele una prétesis
mitral. A principios de Febrero de 1974 comienza con febrfcu
la, artralgias, mialgias, astenia y anorexia. Pocos dfas mds
tarde ictericia, Viene a consulta el 15-1I-1974, presentando
TGO 250 mU, Bilirrubina 10 mgrs. y Ag HB positivo. En los
dfas siguientes la TGO 1lega a 525 U. y.la bilirrubina a 26,4
mgrs. E1 6-111-1974 se negativiza el Ag HB y el 20-111-1974
es dada de alta con TGO 126 mU., bilirrubina 6,6 mgrs. y Ag
y Ac HB negativos. E1 26-VI-1974 vuelve a revisién asintomd
tica y con bioqufmica normal. No se le repiten Ag ni Ac HB,

Caso 20.- C.R.G. H, 52 aifios.

En la segunda quincena de Febrero de 1974 comienza
con anorexia, dolores articulares y mod&estias en hipocondrio
derecho, E1 1-I11-1974 coluria y ictericia. Ingresa el 18-III-
1974, con TGO> 250 mU,, bilirrubina 17,6 mgrs., y Ag HB posi
tivo., Este se negativiza el 27-111-1974 cuando tenfa TGO 268
U, y bilirrubina 7,26 mgrs. Es dada de alta el 15-IV-1974 -
con TGO 153 mU. y bilirrubina 2,4 mgrs. Vuelve a revisién el
25-V-1974 asintomitica y con una bioqufmica normal. Los Ac
H? gg 3&58?4positivos el 3-1V-1974 siendo de nuevo negativos
e -Ve .

Ca§0 21.- R.P.B. Vo 58 aﬁos'

Comienza el 15-11I1-1974 con astenia y anorexia y --
cinco dfas mds tarde, orinas oscuras, hipocolia e ictericia.
Ingresa el 5-V-1974 con TGO > 250 mU, Bilirrubina 25,96 mgrs.

y Ag HB positivo. Este se negativiza tres semanas mas tarde
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cuando tiene TGO 60 mU, y kilirrubina 6,16 mgrs. Vuelve a re-
visidén el 22-VII-1974 asintomdtico siendo todos los datos =--
analfticos normales. Los Ac HB se hacen positivos (1/9) el -
20-1V-1974 cuando adn permanece el Ag HB positivo, continuan
do con tftulo entre 1/3 y 1/9 cuando éste ya se ha negativi-
zado.

CaSO 220- M.P'Jo Ho | 23 aﬁOSo

Enfermera. En 1969 tuvo una hepatitis aguda: con =--
transaminasas elevadas durante varios dfas, entonces no se le
practicé determinacién de Ag HB. En 1971 se hizo unos andli-
sis teniendo transaminasas, bilirrubina y retencién de B.S.P.
normales y antigeno HB negativo. A principios de Marzo de --
1974, comenzd con astenia, anorexia, niduseas y molestias en
hipocondrio derecho, encontrdndosele TGO 250 mU. y Ag HB po
sitivo. E1 28-111-1974 persisten las transaminasas elevadas
y el Ag HB positivo, normalizindose ambos pardmetros al repe
tirse los anidlisis el 22-1V-1974, En las tres determinaciones
de Ac HB (28-111-1974, 22-1V-1974 y 6-V-1974), presenta titu-
los entre 1/9 y 1/27. No tuvo ictericia en ningin momento. En
una biopsia practicada el 30-IV-1974 se observd un cuadro re-
sidual de hepatitis. Al volver a revisidén en Julio de 1974, -
la determinacién de Ag HB fué positiva, Estaba asintomdtica -
y con TGO 65 mU. y retencién de B.S.P. del 8% a los 45 mn,

Caso 23.- M.P.A. H. 42 afios,

Su marido que padece una insufliciencia renal termi-
nal estuvo dializdndose en la unidad de la F.J.D. en Octubre
de 1973, pasando posteriormente a dializarse en su domicilio.
A finales de Marzo de 1974, ella comenz8 con coluria e icte-
rieia encontrdndosele en Abril TGO 365 U., bilirrubina 6,5 -
y Ag HB positivo. Un mes mis tarde la TGO era 44 mU., y la bi
lirrubina 0,8 mgrs. En Junio estas cifras persistfan dentro
de 1imites normales y el Ag HB era negativo. Las dos determi
naciones de Ac HB (6-1V-1974 y 12-VI-1974) fueron ambas posi
tivas a un tftulo de 1/9. En Abril de 1974 se determind el -
Ag HB a su esposo siendo también positivo y habiendo permane
cido asf hasta la actualidad, siempre con TGO y bilirrubina
normales (Ver caso 38),

Caso 24.- A.G.P, H. 29 afios.

Padece un asma extrinseco desde 3 afios antes. E1 10-
V-1974 ingresa por padecer una crisis asmdtica encontrdndose-
le TGO 150 mU,., bilirrubina 1,6 mgrs. y Ag HB positivo. Los -
Ac HB son negativos. Vuelve a revisién dos meses mds tarde ha
biéndosele normalizado las pruebas bioquimicas y negativizado
el Ag HB. No se repiten Ac HB. '
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Caso 25.- A.M.L. H. 49 atios.

Intervenda de un quiste hidatfdico hepdtico el 21-
X1-1973. E1 1-1V-1974 comienza con astenia, anorexia, e ic-
tericia. Ingresa el 6-1V-1974, presentando TGO ? 250 mU, bi-
lirrubina 9,8 mgrs. y Ag HB positivo;la ictericia desapare-
ce el 7-V-1974 persistiendo aiin TGO alto y Ag HB positivo.
Ambos se normalizan dos semanas mds tarde. Cuatro determina
ciones de Ac HB entre el 6-1V-1974 y el 21-V-1974 dan t{tu-
los superiores o ,iguales a 1/243.

CaSO 26-" AIBQB. Hc 24 aﬁOS.

Encargada de la limpieza de material de los departa
mentos de Bacteriologia y desde hacfia algunos meses de Inmung
logfa. Embarazada. En Enero de 1974 en unas determinaciones
de control muestra Ag HB y Ac HB negativos. E1 1-1V-1974 co-
mienza con dolores articulares, astenia, anorexia, vémitos y
coluria. Dfas mis tarde eritema en piernas durante cuatro -=-
dfas, hipocolia e ictericia. Ingresa el 15-1V-1974, presen--
tando TGO > 250 mU., bilirrubina 7,9 mgrs. vy Ag HB positivo.
La ictericia cede quince dfas mas tarde, bajando la TGO a --
120 mU. E1 Ag HB después de negativizarse el 29-1V-1974, ---
vuelve a ser débilmente positivo el 7-V-1974 y se negativiza
definitivamente el 30-V-1974, Cinco determinaciones de Ac HB
son todas negativas. E1 16-VI-1974 da a luz una nifia normal
con Ag y Ac HB negativos.

Caso 27.- J.G.B. V. 27 afios.

El1 12-1IV-1974 comienza con astenia, anorexia, cefa-
leas, nduseas, dolores articulares en muiiecas, urticaria y
coluria. Cuatro dfas mds tarde ictericia. Viene a consulta
el 18-1IV-1974 presentando Ag HB positivo TGO 455 U, y bili-
rrubina 13,64 mgrs. Un mes mds tarde desaparece la icteri--
cia siendo la TGO 83 mU. y bilirrubina 2,86 mgrs. E1 10-VI-
1974 el Ag HB es negativo, TGO 52 mU. y bilirrubina 1,9 mg.
Tres determinaciones de Ac HB entre el 18-1V-1974 y el 10-VI
1974 son negativas.

Caso 28.- A,M,M. V. 29 afios.

Enfermo con insuficiencia mitral al que se le practi
ca una anuloplastia en Octubre de 1973. El1 10-1V-1974 comien
za con astenia y cuatro dfas mids tarde ictericia. Ingresa el
22-1V-1974 presentando TGO 250 mU, bilirrubina 10 mprs. y
Ag HB positivo. La bilirrubina llega a 15,4 mgrs. el 29-IV-
1974, La ictericia desaparece el 21-V-1974 coincidiendo con
el primer Ag HB negativo. Por entonces aidn persisten TGO D>
250 mU, Cinco determinaciones de Ac HB entre el 22-IV-1974
y el 21-V-1974 son positivas a tftulos entre 1/9 y 1/27,
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CaSO 29.- O.M.C.Cc Vo 32 aﬁOSo

Comenzé a mediados de Abril de 1974 con astenia, ano
rexia, coluria, hipocolia e ictericia. Viene a consulta el -
3-V-1974, presentando TGO 425 U., colemia 6,68 mgrs. y Ag HB
positivo. La determinacién de Ac HB fué negativa., Vuelve a -
revisién el 3-VI-1974., totalmente asintomdtico. Tiene enton
ces TGO 20 mU. y bilirrubina 0,8 mgrs. No se repitié Ag ni -
Ac HB.

Caso 30.- P.M.A, H. 22 afios.

De profesién A.T.S. Habfa trabajado en banco de san
gre hasta Mayo de 1.,973. E1 30-I11-1974 dié a luz. A mediados
de Mayo de 1974, comenzdé con astenia, anorexia, e ictericia?®
Viene a consulta el 10-VI-1974: TGO > 250 mU. bilirrubina 3,5
mgrs. y Ag HB positivo. E1 17-VI-1974 la TGO es de 150 mU, y
el Ag HB se ha negativizado. Los Ac HB fueron positivos a un
tggzlg)de 1/243 en dos determinaciones (10-VI-1974 y 17-VI-

1 . L ]

Enfermos en programa de hemodiflisis periddicas.-

Caso 31.- A,.S.F, H. 26 afios.

Comenzé a dializarse en la unidad en Diciembre de -
1969; transplantada el 10-I11-1970. Rechazd el rifién en Fe--
brero de 1972, En un andlisis de control de Agosto de 1973
aparece TGO 100 mU, Se le practicé entonces un Ag HB que re
sulté positivo no habiéndose negativizado hasta 1a actuali-
dad. No se ha puesto amarilla ni ha tenido sintomatologia de
hepatitis, La bilirrubina total no ha sobrepasado 1,5 mgrs.
(Febrero de 1974). Las determinaciones de Ac HB han sido --
slempre negativas menos una con un tftulo de 1/3 ( Junio de
1974? (ver gréfica),

Caso 32.- R.M.L, H. 35 afios.

Entré a dializarse en la unidad en Abril de 1973, -
En Junio de 1973 comenzé con febricula vespertina que no se
consiguié filiar pese a numerosas exploraciones. Entonces -
la TGO era normal y Ag y Ac HB negativos. En Octubre (conti
nueba con la febrfcula) le aparecid TGO» 250 mU. Un antige-
no practicado entonces fué positivo. En Noviembre se le prac
tica una biopsia hepdtica observdndose una hepatitis crdénica
persistente y una granulomatosis epitelioide no necrotizada.
La bilirrubina total ha estado siempre dentro de lfmites nor
males y no ha tenido sintomatologfa de hepatitis. La febrfcu

la desaparecié con tratamiento antituberculoso. E1 Ag HB no
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se ha negativizado. Los Ac HB fueron positivos por primera
vez en Enero de 1974 (ver gréfica).

Ca§0 330' G.P.R. Ho 33 aﬁOB.

Entré en la unidad en Abril de 1973, E1 12-VI-1973
recibe un rifién de su madre. Este deja de funcionar dos me-
ses mds tarde pasando de nuevo la enferma al programa de he
modidlisis. A principios de Noviembre de 1973 comienza con -
astenia y anorexia y pocos dfas mis tarde ictericia conjun-
tival. Entonces se le encuentra TGO 260 U,, bilirrubina 2,2
mgrs. y Ag HB positivo. La ictericlia le desaparece al cabo de
3 semanas bajando las transaminasas. Eh Ag HB ha permanecido
positivo; entre Diciembre de 1973 y Abril de 1974, presenta -
Ac HB detectables. (ver gri&fica).

Ca§0 34.' S'A.PO Vo 33 aﬁOB.

Ingresé a principios de Noviembre de 1973 para --
transplante. Unos dfas mds tarde, cuando llevaba cinco dig
lisis peritoneales comenzd con astenia, anorexia, e icteri
cia, encontrdndosele TGO 405 U., bilirrubina 6,1 mgrs. y
Ag HB positivo. Se le practicé una biopsia hepdtica que mos
traba una imagen de hepatitis aguda. La ictericia le desapa
recid al cabo de tres semanas, pero siguié con TGO de 250
mU. hasta finales de Enero de 1974 en que descendié a 85 mU
coincidiendo con la negativizacién del Ag HB y la primera -
determinacién positiva de Ac HB. A partir de entonces se --
normalizaron sus pruebas bioquimicas. El1 4-1V-1974, fué ---
transplantado. (Ver gréifica).

CaSO 350- PCN.I. VQ 34 aﬁOSo

Entr$§ en el programa de didlisis en Agosto de 1971,
En Abril de 1972 tuvo TGO 175 mU. siendo el Ag HB negativo.
En Junio de 1973 tenfa Ag v Ac HB negativos. En Noviembre de
1973 se le encontré TGO> 250 mU., practicdndosele un nuevo -
Ag HB que resulta positivo. Una biopsia hepdtica el 10-XII--
1973 muestra una imagen de hepatitis aguda. En Enero de 1974 -
le aparecen Ac HB detectables que persisten hasta la dltima
determinacién en Junio de 1974, E1 Ag HB también persiste po
sitivo. No ha tenido ictericia. Las cifras de TGO han sido -
superiores a 200 mU, hasta Julio de 1974 (Ver gréifica).

CQSO 36." MoRoCo Vo 29 aﬁOS.

Entré en la unidad de hmmodiglisis en Marzo de 1973,
En Junio y Noviembre de 1.973 se le hicieron anilisis de con
trol en los que tenfa TGO normal, Ag HB negativo y Ac HB a -
un tftulo de 1/9 y 1/3 respectivamente. En Enero de 1974, se
le encuentra TGO de 200 mU, y Ag HB positivo. Las cifras de
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TGO son pricticamente normales a partir de Febrero de 1974,
pero el Ag HB permanece positivo. Los Ac HB son positivos -
entre Enero y Mayo vy negativos en Junio de 1974, No ha teni
do ictericia (Ver gréfica)

CaSO 37.‘ EOR.P. Vo 56 aﬁOS.

Entré en la unidad en Septiembre de 1.973. Entonces
tenfa Ag y Ac HB negativos. En Febrero de 1974 presenta TGO
145 mU y Ag y Ac HB positivos. Desde Marzo el antfgeno y Ac
HB permanecen positivos y la TGO oscila entre 95 y 65 mU. -
No ha tenido ictericia. (Ver gréfica).

Caso 38.- F.C.C, V. 45 aios.

» Acude a la Unidad en Octubre de 1973 pasando a dia
lizarse en su domicilio al mes siguiente. En Abril de 1974

viene a revisién encontridndosele Ag HB positivo, la TGO es

de 60 mU. En Mayo y Junio Ta TGO es normal y el Ag HB perma
nece positivo. Los Ac HB han sido positivos en Abril y Ju--
nio de 1974 (1/27 y 1/81 respectivamente). No ha tenido ic-
tericia. (Ver gréfica).

Caso 39.~ U.A.G, V. 53 afios.

Entra en el programa de hemodidlisis en Diciembre
de 1973, En Enero v Febrero de 1974, Ag y Ac HB son negati-
vos. En Febrero, la TGO es mayor de 250 mU, En Mayo aparece
Ag HB positivo y en Junio los Ac HB (1/27). No ha tenido ig
tericia (Ver grdfica).

CaSO 40.' J.DOMO V. 25 aﬁOS.

Acude a la Unidad en Diciembre de 1973 pasando a
dializarse en su propia casa en Marzo de 1.974. En Abril -
viene a revisién haciéndose una hemodidlisis en la clfnica.
En Junio comienza con cansancio, vémitos e ictericia. Se le
encuentra TGO 250 mU,, bilirrubina 5,7 mgrs. y Ag HB posi-
tivo., En Julio cede el cuadro, normalizdndose la TGO y la -
bilirrubina. E1 Ag HB permanece positivo. Los Ac HB fueron
positivos en Febrero (1/9) y negativos en Marzo. En Junio -
tiene un titulo de 1/27 (Ver grifica).

Caso 41." M.C.T. Ho 32 aﬁOS.

Entré en la unidad en Octubre de 1973, Desde Noviem
bre le han investigado Ag y Ac HB en siete ocasiones siendo
siempre ambos negativos. E1 30-VII-1974 el Ag HB se hizo po-
sitivo. La TGO ha sido siempre normal hasta Julio de 1974 --
(TGO > 250 mU.) No ha tenido sintomatologfa de hepatitis. -
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Enfermos con transplante renal funcionanate.-

CQSO 42-' JoMoRoRc Vo 28 aﬁos-

Entré en el programa de hemodidlisis en Junio de
1969, E1 18-1-1972 se le practicé un transplante renal, -
Desde entonces no ha recibido transfusiones. A finales de
Julio de 1973 en unos andlisis de control se le encontré
TGo 250 mU. y Ag HB positivo., La TGO ha permanecido eleva-
da desde entonces y el Ag HB no se ha negativizado. Han -~
aparecido anticuerpos HB detectables por H.A.P. No ha teni
do sfntomas, ni se ha puesto ictérico. (Ver gré&fica).

Caso 43." TcNoIo Hc 19 aﬁoso

Entré en el programa de hemodiflisis en Agosto de
1973. E1 2-X-1973 es transplantada, encontrdndosele un pes
mids tarde TGO 240 mU. y Ag HB positivo. Las transaminasas -
se normalidadon en Enero de 19/4, volviéndose a elevar en -
Febrero., E1 Ag HB ha permanecido siempre positivo y desde -
Diciembre de 1973 tiene Ac HB. En Junio de 1974 se le prac-
ticé una biopsia hepdtica que mostraba un patrén de hepati-
tis aguda residual. (Ver grifica).

CaSO 44:"' AoDoGo Hc 23 aﬁOS.

Ingresa para transplante en Abril de 1973, practi-
cédndosele hemodifdlisis periédicas a partir del 9-VI-1973, -
Entonces tenfa Ag y Ac HB negativos. E1 10-VII-1973 eg -=--
transplantada. En Noviembre de 1973 presenta TGO > 250 mU, -
y Ag HB positivo. Las transaminasas se normalidan un mes més
tarde pero el Ag HB continuaba siendo positivo en Junio de -
1974. No se le practicaron Ac HB después de Junio de 1973.
(Ver gréfica).
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IV-2-2) RELACION ENTRE PRESENCIA DE Ac HB E INFECCION

mammmmsss 4 4 33 3t 3-: 8 3-3 .21 3 3 3

POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B.

sEEEaRtsIDESEIDRDNEEEERSEEDRInERITNs

Diez personas a las que se determinaron Ag y A¥ HB y

fueron seguidas posteriormente, desarrollaron una hepatitis

B con Ag HB positivo.

De ellas ocho pertenecfan al grupo de enfermos en prg
grama de diﬁlisis crénicas, otra trabajaba en esa unidad y
la décima pertenecia al Servicio de limpieza del Departamen
to de Bacteriologfa, pero en los seis meses previos a la en
fermedad, habfa estado limpiandb material del Departamento
de Inmunologfa. Todas ellas estaban pues en zonas donde ---
existe un alto riesgo de infeccién por el virus de la hepa-
titis B. Sin embargo dado que la dltima estf clasificada en
una zona de menor riesgo (Departamento de Bacteriologfa) no
la inclufmos en el presente estudio estadfstico por no ser

comparable su grupo con los otros dos.

De las personas en programa de hemodiilisis periédi--
cas, ya vimos que veintiseis habfan sido revisadas periédi-
camente y que si comparamos la frecuencia de aparicién de -
hepatitis B entre los que tienen o né Ac HB, la diferencia
es estadfsticamente significativa (p < 0,05),

Si englobamos estas personas con las que trabajan en

las zonas de alto riesgo tenemos los siguientes resultados:
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Di4lisis Alto riesgo Total Hepatitis B.

Negativos 13 10 23 6 (26%)
Ac HB1/27 9 9 18 3 (16,6%)
Ac HB »1/81 4 11 15 o0

Total Positivos 13 20 ’33 3 (9,1%)

Si comparamos la frecuencia de aparicidén de hepa-
titis B de las personas con Ac HB positivos y negativos, -
la diferencia entre ambos grupos es estadfsticamente signi
ficativa (p €0,05).

Si comparamos la frecuencia de aparicién de hepa-
titis B entre las personas con Ac HB a tftulos inferiores
o iguales a 1/27 y aquellos con titulos superiores o igua-
les a 1/81, la diferencia es también estadisticamente sig-
nificativa (p £ 0,05).

Se puede cbncluir por tanto que la incidencia de -
hepatitis es menor entre aquellas personas que tienen Ac HB,y
que si el tftulo de Ac HB es igual o superior a 1/81, la pro
teccién parece completa (de hecho ninguna de las personas -

con tftulos mayores de 1/9 ha padecido la enfermedad.

Iv-2-3) ESTUDIO DE LA CLASE DE Ac HB MEDIANTE REDUCCION CON

Se han probado un total de veintidos sueros, deter

minando los Ac HB simultineamente en una muestra sin tratar



y en otra reducida con 2-M.E. y alquilada con yodoacetamida.,

Estos sueros se clasificaban asfi:

A) - Cuatro personas trabajando en zonas de alto riesgo y -
con varias determinaciones positivas de Ac HB a tftu--
los elevados.

B) - Un familiar de un enfermo Ag HB positivo, con tftulos
elevados de Ac HB

C) - Seis sueros pertenecientes a tres enfermos en progra-
ma de hemodidlisis con Ac HB positivos.

D) - Once sueros pertenecientes a seis enfermos con hepati

tis aguda tipo B.

De ellosquince sueros han sufrido una cafda del tftulo

de Ac HB como consecuencia del tratamiento y siete han per

manecido con el mismo tftulo:

A) - De estas cuatro personas tres (dos del Departamento de
Inmunologfa y una de la unidad de didlisis) conservaron el
mismo tftulo. En la cuarta (del Departamento de Bacteriolo-
gfa) el tftulo cays de 1/2187 a 1/729.

b) - En esta enferma el tftulo no varié.

C) Caso R-31: Se le practicd una determinacién cayendo el
tftulo tras el tratamiento del suero de 1/729 a 1/27.

Caso R-2: Se le practicaron tres determinaciones. En las
dos primeras (XI-1973 y I-1974) el tftulo no se modificé pe
ro en la dltima (III-1974) el tftulo bajé de 1/243 a 1/27,

Caso R-9: En las dos determinaciones practicadas el tftu

lo bajé al reducir el suero.
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D) Enfermos con hepatitis agudas tipo B:

Caso 2: Se tratd$ el suero recogido en Junio 1973, cinco
meses después de comenzado el cuadro, cuando ya hacfa tiem
po que habfa remitido totalmente. El tftulo de Ac HB no se
modificé con la reduccidn,

Caso 41 Suero tomado dos meses después de comenzada la
hepatitis. Con la reducéién el tftulo de Ac HB cayé de --
1/27 a 1/3.

Caso 12: Se tomé el primer suero con Ac HB detectables
26-X11-1973, Después del tratamiento el tftulo bajé de -
1/81 a 1/9.

Caso 151 Se tomaron tres sueros (3-XII1-1973, 8-1I-1974,
y 26-VI-1974), bajando todos ellos el tftulo con la reduc-
cién,

Caso 301 Se tomaron dos sueros del episodio agudo cayen
do en ambas el tftulo con la reduccidn.

Caso 35: Se tomaron tres sueros (Enero, Febrero y Junio

1974) disminuyendo los tftulos en los tres con la reduccidn..

Estos resultados indican la existencia de Ac HB
de la clase IgM en quince de los veintidos sueros analiza-
dos.

Este tipo de Ac HB aparece en todos los sueros
de enfermos con hepatitis B en fase aguda, y en algunos de

los enfermos ya curados o sanos con Ac HB positivos.,
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IV-2-4) INMUNIDAD CELULAR.
Hemos estudiado la inhibicidén de la migracién de los
leucocitos (MIF) con Ag HB purificado en un total de vein-

ticinco sueros pertenecientes a veintidos sujetos.

Se considerd sdlo el resultado conseguido con aque-=-
lla de las dos concentraciones de Ag HB que producia una -
mayof inhibicién de la migracién respecto al control. En =
todos los casos menos en uno, €sto se consiguié con 156 mi
crogramos/ml. de Ag HB purificado. Se consider§ el test co
mo positivo cuando existfa al menos un 20% de inhibicién -
(fndice de migracién menor o igual a 0,8).

De los veintidds sujetos, diez eran controles sanos
o enfermos con proceso no relacionado con el Ag HB o alte-
raciones en la inmunidad y doce enfermos con hepatitis agu
da tipo B

En veintitres de las veinticinco determinaciones se
practicaron simultdneamente determinaciones de Ag HB por -

ID y de Ac HB por H.A.P.

Controles.- Tres tenfan tftulos muy elevados de Ac HB (1,

1/2187). Los tres tenfan Ag HB negativo y dos de ellos (un
politransfundido y un miembro del Dpto. de Inmunologfa), -
MIF negativo. El1 tercero (miembro del Dpto. de Inmunologfa)

tenfa MIF positivo en las dos determinaciones practicadas (con



un intervalo de dos meses).
- Cuatro tenfan niveles bajos de Ac HB (1/3-1/9).
Los cuatro tenfan Ag HB negativo y tres tenfan MIF positi

VO,

- Dos eran negativos para Ac HB. De ellos uno tu-
vo MIF positivo y otro negativo. Este dltimo (un miembro
del Departamento de Inmunologfa), se hizo positivo para -
Ac HB meses mis tarde. Repetido entonces el MIF fué nega-
tivo de nuevo.

- En uno no se determiné Ag y Ac HB., Era una mujer
de 21 afios, con una estenosis mitral, no operada. E1 MIF -

fué negativo.

L4

Hepatitis Agudas tipo B.-

. Se estudiaron 12 casos. Seis evoiucionaron clfnica
mente hacia la curacién con desaparicién del Ag HB y seis
se transformaron en portadores crdnicos del Ag HB (tabla 6)

De los seis casos que curaron se practicaron seis =
determinaciones, entre las cuatro semanas y los diez meses
después de comenzado el cuadro. Cuatro determinaciones fue-
ron positivas y dos negativas. Las dos determinaciones nega
tivas, fueron la mds precoz y la mis tardfa en la evolucién
de los enfermos (cuatro semanas y diez meses después de ini
ciado el cuadro respectivamente).

De los seis casos que se transformaron en portadores

crénicos se practicaron siete determinaciones. S8lo hubo --
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una positiva (caso 22), ocho semanas después de comenzado
el cuadro cuando el Ag HB era negativo por ID. Sin embargo,
repetida la determinacién, tres semanas mis tarde al mismo
enfermo fué negativa; el Ag HB persistfa negativo, pero --
aparecié de nuevo positivo al volver la enferma a revisién
dos meses m4s tarde. Los otros cinco casos tuvieron MIF ne
gativo. De los seis casos, cinco fueron biopsiados siendo
diagnosticados morfolégicamente de: Cuadro residual de he-
patitis aguda (caso 22), hepatitis aguda prolongada (ARR,

MEM y caso 17) y hepatitis crénica persistente (caso 32.).

En resumen se observa que no existe correlacidn en-
-tre la presencia de Ac HB y la existencia de inmunidad ce-
lular (nueve casos con Ac HB tienen MIF negativo y dos ca-
sos con MIF positivo tienen determinaciones de Ac HB nega-

tivas). '

S{ existe en cambio una relacidn clara entre presen
cia de inmunidad celular y curacién de la hepatitis. Los -
seis enfermos en los que persiste el Ag HB positivo tienen
MIF negativo, mientras cuatro de los seis enfermos que cu-
ran tienen MIF positivo. (Comparados estos valores la dife
rencia es estadisticamente muy significativa (p < 0,01).

Esta inmunidad celular detectable por la aparicidn
de MIF debe ser transitoria, pues una determinacién practi

cada a los diez meses de la enfermedad fué negativa.



Enfermo TS de evolucidn

P.M.A.(caso 30) 4
A.B.B.(caso 26) 4
C.R.G.(caso 20) 7
R.P.B.(caso 21) 7
JP.L.C.(caso 14) 6
R.D.G.(caso 9) 10
Ag HB persistente:
M.P.J.(caso 22) 8
" " 11
M.R.C.(caso 36) 6
J.M.M.R.(caso 17) 7
R.M.L. (caso 32) 8
A.R.R. 9
M.E.M. 18

Tabla_6: MIF

semanas

semanas

semanas

semanas

meses

meses

semanas

semanas

meses

meses

meses

meses

meses

Ag HB

t
t

Ac HB
1/243

1/3

1/9

1/3

1/9

1/9

1/9

1/27

en enfermos con Hepatitis B.

MIF

o~ & o+ -



INDICE DE MIGRACION

Grafica

.
| L ° °
N ®
[ J
[ ]
09 | H
[ 4
L J
L J
08 | o e e —m - e e e L2
° : ;
[ J
0,7 [
[ ]
[ ]
0,6 | ]
[
[ ]
0,5 |
0,4 |
0,3 . L s
Ag HB Curecion
. AcHe @ . Ac HB + . Lpoqnism'no . §
¥ L 1 V 1
Controles Hepatitis 8
]
IV-3 Resuitados del test de migracion Leucocitaria
utilizando Ag HB purificado como antipeno



IV-2-5) RESISTENCIA DEL Ag HB AL CALENTAMIENTO

Soulier y cols (1972) y Krugman y cols (1971) han

demostrado que calentando suero dilufdo Ag HB positivo

a 602C durante 10 h., y 982C durante 1 mn., el Ag HB pier
de casi totalmente su infectividad conservando sin embar
go su inmunogenicidad. Nosotros hemos tomado alfcuotas -
de una muestra de Ag HB purificado a una concentracién
de protefna de 56,4 microgramos/ml. en solucién salina y
los hemos calentado a 802, 902, 952C y ebullicidn durante
una hora,yen autoclave a 1/2 atmésfera durante 20 mn,

No hemos estudiado la infectividad (habrfa que estu
diarla en humanps), pero si sus caraéteres antigénicos,
Para‘ello hemos hecho una prueba de inhibiciGn de la he-
maglutinacién pasiva, tomando un sue;o comercial de cong
jo anti Au/SH. con un tftulo de Ac HB de 1/6.561. A 1las
diluciones de este suero hemos afiadido las muestras de =

Ag HB calentado a diversas temperaturas y sin calentar.

LLos resultados obtenidos han sido:

Antisuero sin Ag HB: Tftulo 1/6.561.

Antisuero mds Ag HB sin calentar: Tftulo 1/27.

" " " calentado 1 h.a 802C:1/27.
" " " " | " " 9090,1/81.
" " " " " " ebulliC‘l.GIml/Sl.

en autoclave 20 mn.,
a 1/2 atmésfera: 1/243,
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Observamos que el Ag HB pierde algo de su actividad
tras un calentamiento a 902C durante una hora, y algo --
m&s trds estar 20 mn, en autoclave a una presidn de 1/2
atmésfera (temperatura aproximada 1152C). Sin embargo --
aun en estas condiciones conserva buena parte de su reac
tividad inmunolégica (baja el tftulo de hemaglutinacién
de 1/6.561 a 1/243,).

Si aceptamos los resultados de Krugman y cols (1971)
que demuestran la pérdida de infectividad del Ag HB tras
un calentamiento a 982C (ebullicién) durante 1 mn,, pode
mos concluir que la reactividad inmunolégica del Ag HB -
es mucho mis resisteﬁte al calentamiento que su capacidad

infectante.



IV-3- D I S C U S I ON
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IV-3-1) TEST DE HEMAGLUTINACION PASIVA

SENSIBILIDAD,

Este test, practicado utilizando hematfes humanos -
grupo O, recubiertos por Ag HB de gran pureza obtenido en
nuestros laboratorio, tiene una gran sensibilidad.

En todos los sueros se han determinado Ac HB simul-
tineamente por inmunodifusién (en la misma placa en la que
se determinaba Ag HB) y por hemaglutinacién pasiva. Con -
el primero de los métodos se han obtenido muy pocas deter
minaciones positivas, correspondiendo en su mayorfa a tf-
tulos de Ac HB por hemaglutinacién pasiva entre 1/2187 y
1/59049.,

La relacién entre los dos métodos sin embargo no -

ha sido exacta, apareciendo algin suero muy débilmente po

sitivo por inmunodifusién con tftulos de hemaglutinacién
pasiva entre 1/243 y 1/729, y alguno negativo con tftulos
de hemaglutinacién pasiva de 1/2187. Esta discordancia -
puede explicarse por la mayor sensibilidad del método de
hemaglutinacién pasiva para detectar anticuerpos de la cig
se IgM (por el mayor poder aglutinante de éstos), mien--
tras que por precipitacién la sensibilidad serfa similar

para anticuerpos de las diversas clases,

ESPECIFIDAD, -

La especificidad de la reaccién es proporcional a

e e S S o



la pureza del antigeno empleado para recubrir los hematfes.
En nuestro caso hemos demostrado la gran pureza del Ag HB
utilizado (ver III), por lo qus= nuestro test es especffi-
co para detectar anticuerpos para <dicho antfgeno. Esta es
pecificidad se ha comprobado en numerosos sueros, ailadien
do alvsuero que contiene Ac HB un exceso de Ag HB antes -
de afiadir los hematfes sensibilizados, con lo que se ha -
obtenido siempre la negativizacién de la prueba,

Tampoco se han observado falsos positivos produci
dos por reaccién entre anticuerpos presentes en el suéro
y antigenos de la membrana del hematfe, que hubieran sido
detectados por uno de nuestros controles (hematfes no seg
sibilizados incubados con el suero problema a la dilucidén

menor empleadaa 1/3).

HALLAZGO DE Ag HB y Ac HB EN EL MISMO_SUERO.-

La presencia en un mismo suero de Ag y Ac HB for
mando complejos habfa sido inferida de la actividad anti-
complementaria que presentaban algunos sueros de enfermos
con hepatitis agudas tipo B (SCHULMAN y BARKER 1969) y ob
servada al microscopio electrénico (ALMEIDA y WATERSON --
1969, KROHN y cols. 1970). |

SHULMAN (1970) fué el primero en encontrar por -
métodos inmunolégicos Ag y Ac HB simultdneamente en tres
enfermos (un caso de hepatitis aguda y dos casos de hepa-
titis crénica agresiva). Hizo la determinacién de Ag HB -

por fijacién de complemento y la de Ac HB por hemaglutina
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cién pasiva y fijacién de complemento. Posteriormente otros
autores también han podido detectar la presencia de Ag y Ac
HB en un mismo suero (MiLLMAN y cols. 1970, por inmunodifu-
sién; PRINCE y BURKE, 1970 y RIGOLI y cols. 1971, por inmu-
noelectroforesis; y LANDER y cols., 1971, por radioinmunoen
8ayo.).

Nosotros también hemos detectado la presencia simul
tdnea de Ag y Ac HB en numerosos sueros, utilizando la inmu
nodifusién con el suero sin diluir para el Ag HB y la hema-
glutinacidén pasiva en diluciones suvesivas del suero para los
Ac HB.

Si bien es ldgica la existencia simultdnea de Ag y
Ac HB formando complejos, es dificil e§p11car el que ambos
puedan determinarse por separado en una misma muestra. Las
dos explicaciones méds verosfmiles son o bien que los hema-
tfes recubiertos de antfgeno compiten favorablemente con -
los complejos antfgeno-anticuerpo, para este Gltimo (SHUL--
MAN 1970), o bien que 1la dilucién de los sueros favorece -
la disociacién de los complejos (RIGOLI 1971). En cualquier
caso, hay que pensar que sélo logramos determinar antfgeno
y anticuerpos simultdneamente cuando estan cerca del punto
de equivalencia o cuando existan anticuerpos de baja afini

dad, que sean m&s ficiles de disociar de los complejos.

IV-3-2 ) SIGNIFICACION DE LOS Ac HB -

H====-=ﬂﬂﬂﬂﬂ-ﬂ-.rﬂﬂ--ﬂ----

Ya estd claramente demostrado que el Ag HB es un



ant{geno viral asociado fntimamente con el agente que trang
mite la hepatitis tipo B (BLUMBERG y cols. 1970 b),

La presencia én un sujeto de Ac HB indica indudable
mente la existencia de un contacto previo con el antigeno,

y por tanto con el virus causante de este tipo de hepatitis,
Numerosos autores consideran por ello que la presencia de Ac
HB indica la existencia de una infeccién pasada o presente -
por el virus de la hepatitis B (HEATHCOTIE y cols. 1974). Sin
embargo KRUGMAN y cols. (1970 b y 1971) han observado que el
calentamiento a 982C durante un minuto de suero Ag ‘HB positi
vo destruye su infectividad sin alterar apenas su antigenici
dad. Nifios a 1lo8 que se les inocula este Ag HB calentado no
tienen evidencia clfnica ni bioqufmicg alguna de hepatitis,
apareciendo sin embargo en ellos Ac Hﬁ. Posteriormente GAST
y cols. 1973)observaron que Ag HB pur{ficado y calentado a‘
1002C durante 3 minutos es capaz de pfgducir una respuesta
de Ac HB en cobayas y de estimular linfocitos humanos pre-
viamente sensibilizados para el antfgeno, y nosostros hemos
observado como Ag HB purificado, mantenido 20 minutos en au
toclave a una presién de media atmésfera (temperatura alre--
dedor de 1152C) conserva sus determinantes antigénicos en -
una prueba de inhibicién de la hemaglutinacién pasiva. Aun-
que tanto GAST y cols. como nosotros no hemos probado si el
Ag HB calentado conserva su infectividad, hay que deducir -
de los estudios de KRUGMAN y cols. que ésta se ha perdido.

La registencia del Ag HB a otros tratamientos ffsicos y quf

micos, por lo que respecta a su antigenicidad, también es -



-148-

muy grande (ver I,), posiblemente también en estos casos ma
yor a la de su infectividad. Es posible por tanto que mate-
rial Ag HB positivo alterado produzca una respuesta inmuno-
16gica sin infeccidn por el virus B.

Hemos visto qué la mayor parte de las personas con
Ac HB detectables por hemaglutinacién pasiva no tienen antg
cedentes de hepatitis. De ellos, muchos habf4n tenido contagc
to con material Ag HB positivo con capacidad infectante, pe-
ro probablemente algiinos sélo hayan tenido contaoto con ma-
terial que conserve su antigenicidad pero haya perdido su -
infectividad. Es imposible por tanto saber cuales de estas

personas han padecido una hepatitis subclfnica y cuales né.

IV-3-3) TRANSMISIBILIDAD DE LA HEPATITIS B: INCIDENCIA DE -

-ttt —2 f—t 2 2 313 32 4t 33331124 -3 -2 ¢ 4 1 3-J-F 7 3§ -2 -3 3-4 - 323 _F 43 ]
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Ag y Ac HB

Cuando se observd que la hepatitis B podfa transmi-
tirse por vfa no parenteral (KRUGMAN y cols 1967) y que al-
rededor de un 50% de los enfermos infectados no tenfan ante
cedentes de inoculacién por esa via (PRINCE 1969, COSSART y
VAHRMAN 1970) se comprendié el enorme problema epidemioldei
co que podia suponer el contagio por otras vfas de esta en-
fermedad., Entonces se comenzaron a hacer estudios de pobla-
ciones, para conocer la incidencia del Ag HB y dé los Ac HB,
Se vié que la incidencia del Ag HB era inferior al 1% en to

dos los pafses salvo en algunas zonas-tropioales (BLUMBERG



y cols,., 1973.).En Espaiia, GUARDIA y cols (1970) encontraron
0,3% en enfermos hospitalarios sin hepatopatfa, 0,4% en do
nantes de sangre voluntarios, y SERRANO GONZALEZ-SOLARES -
(1972) 0,86% en donantes retribufdos.

Las primeras determinaciones de Ac HB fueron reali-
zadas por inmunodifusién e inmunoelectroforesis, métodos muy
poco sensibles que daban incidencias muy bajas de Ac HB. Asfy
MILNE y cols (1971) encontraron nueve casos con Ac HB entre
19.524 donantes de sangre, BANKE y cols (1971) veintiocho -
entre 10.000 donantes, WALLACE (1972) ochenta y dos entre
147,636 donaciones y SHWE y ZUCKERMAN (1972) uno entre 60 -
enfermos de lepra.

En los dltimos tres afios, diversos autores simultj
neamente con nosotros han comenzado a éeterminar los Ac HB
por radioinmunoensavo y hemaglutinacicﬁr; pasiva, La sensibi-
lidad muy superior de estos métodos ha dado lugar al hallaz
go de Ac HB con sorprendente frecuencia, descubriendo la --
gran facilidad de contagio de la hepatitis B e indicando por

la distribucién de estos Ac HB en qué condiciones es mds fre

cuente este contagio.
CONTROLES 8ANOS.-

Los diversos estudios realizados muestran frecuen-
cias variables dependiendo probablemente de la poblacién ele

gida y 'de la té&cnica empleada., En efecto, existen diversos -

métodos inmunoldgicos con sensibilidades distintas aunque --
siempre muy grandes, y los tests de hempaglutinacidén pasiva e

ik,
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también varfan en su sensibilidad segin el grado de pureza
del Ag HB empleado y el grado de revestimiento de los hema
tfes. Nuestros porcentajes para Ac HB (24,4%( son de los -
m4s altos, sélo superados por la frecuencia encontrada por
CHERUBIN y cols. (1972)'en Nueva York en indivfduos de baja
clase socioecondmica. (37,4%), Este mismo autor encuentra -
s8lo un 11% en personas de la misma ciudad pero de estraro
socioecondmico elevado. PATTSION y cols. (1973) encuentran
un 13%, HACKER y AACH (1971) un 10% y SZMUNESS y cols, (1973)
un 7,3%.

No existen diferencias encuanto a sexos, pero tanto
CHERUBIN y cols. (1972) como nosotros hemos observado que 1la
indidencia es mayor en las edades medias de la vida que en

\
la juventud.

Estos datos indican la enorme‘frecuencia de infec-
ciones, la mayorfa de las cuales no pu;den ser explicadas -
por una inoculacién parenteral. Parece que la transmisién -
se hace a 1lo largo de la vida, siendo mi&s fdcil en grupos -
socioeconémicos mds inferiores donde el contagio directo de
persona a persona es mds facil. Estas infecciones deben ser
en su gran mayorfa subclinicas, pues estas personas no re--
cuerdan antecedentes de hepatitis. Esto contrasta con las -
infecciones parenterales en las que WALSH y cols (1970) han

podido observar que alrededor de una tercera parte cursan

con sintomas.

DONANTES DE SANGRE. -

HACKER y AACH (1973) encontraron una frecuencia de
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Ac HB en donantes voluntarios del 21% comparado con el 10%
obtenido en el mismo estudio en personas normales. En do-=-
nantes remunerados la incidencia es adn mayor, observando
PRINCE y cols (1971) un 38,5% frente al 4,9% que encuentran
en donantes voluntarios. Observamos en estos datos que sdlo
es posible comparar poblaciones estudiadas con un mismo mé-
todo y por el mismo grupo, pues la frecuencia entre los di-
versos autores es muy dispar, indudablemente debido en gran
parte al método empleado.

Nosotros que hemos estudiado Unicamente donantes -
remunerados encontramos una alta incidencia (51%) que compa
rada con la de llos controles arroja una diferencia esta--
dfsticamente muy significativa.

Estas diferencias entre donantes y controles son muy
diffciles de explicar, en especial las de los donantes vo--
luntarios, Probablemente el hecho de h;ber sufrido m&s pin--
chazos v haber frecuentado los bancos de sangre son las Uni-
cas explicaciones posibles. En el caso de los donantes retri
bufdos estudiados por nosotros, la diferencia habrfa que bus
carla egpecialmente en sus condiciones socioeconémicas, dado
que todo el material utilizado en el banco de sangre es dese
chable,

También se han encontrado diferencias notables en
la frecuencia de Ag HB entre donantes voluntarios y retri-
bufdos (0,4% y 1% respectivamente) (GUARDIA y cols 1970) y
en la frecuencia de hepatitis producidas por sangre donada

por ambos grupos (WALSH y cols., 1970).



PERSONAL TRABAJANDO EN ZONAS DE AILTO RIESGO

Es frecuente la aparicién de hepatitis B entre las
personas que trabajan en hospitales (8 casos de los 44 es-
tudiados por nosostros). En la mayorfa de los casos sin em-
bargo, estas personas no recuerdan heridas o pinchazos que
hayan podido suponer una inoculacién parenteral. Las cifras
obtenidas por nosotros (73,3%) en aquellos que trabajan con
material Ag HB positivo dan una idea de la frecuencia de -
contagio en estas personas. Ellas son adem&s las que tienen
tftulos mds elevados de Ac HB (55% con tftulos iguales o -
superiores a 1/81) que en general no alcanzan aquellas per-
sonas que han padecido una hepatitis aguda tipo B. Estos --
titulos muy probablemente indican un contacto muy estrecho y

repetido con el agente productors

FAMILIARES DE ENFERMOS PORTADORES DE Ag HB

El primer dato digno de resaltarse es la mayor inci
dencia de varones entre los enfermos con Ag HB persistente-
mente positivo. En efecto, de los catorce enfermos hay doce
varones. Este dato ya ha sido referido por SUTNICK y cols,
(1972 a) recogiendo estadisticas de diversos autores, aunque
- su causa estd sin aclarar (REED y cols., 1973),.

Entre los treinta y dos familiares estudiados, noso-
tros hemos encontrado tres casos Ag HB positivo, lo que indi
ca una incidencia muy superior (9,3%) a la de la poblacién -

normal en nuestro pafs. Esto ya habfa sido descrito por ---



otros autores, siendo HADZIYANNIS y MERIKAS en 1970, los pri
menos gue encontraron tres miembros de una misma familia con
Ag HB positivo. Después otros autores han publicado hallaz--
gos similares (WRIGHT y cols. 19703 SCHWEITZER y SPEARS 1970,
BANCROFT y cols. 1971; DENISON y cols. 1971; OHBAYASHI y --
cols. 1971). FEINMAN vy cols. (1973) comprobaron en catorce -
familiares Ag HB positivo de nueve enfermos crdénicamente po-
sitivos, que en todos los casos el subtipo del Ag HB era el
mismo para todos los miembros de cada familia. Esto ha sido
confirmado por BRUGUERA y cols. (1974). Si bien ésto venfa a
apoyar una transmisién del virus probablemente por ~§£a no -
parenteral entre personas que conviven estrechamente, no da-
ba una idea clara de la frecuencia del contagio, pues otros
familiares podfan tener el Ag HB negativo en el momento de
la determinacién, aunque también hubieran tenido contacto -
con el virus. La determinacién simultdnea en estos familia
res de Ac HB por hemaglutinacidén pasiva, podfa darnos una -
idea mucho mds exacta de la frecuencia de este contacto. Los
resultados indican una gran diseminacién del virus en estas
personas, pues veintitres tienen Ac HB detectables en el sug
ro. En total veintiseis de treinta y dos (81,2%) familiafes
él menos muestran haber tenido un contacto previo con el vi
rus (reflejado por la presencia del Ag o Ac HB en su suero.).
Esta incidencia alcanza al 100% tanto en esposos como en her
manos y primos que conviven en una misma casa, lo que parece
demostrar que la facilidad de contagio aumenta al aumentar -

el contacto fisico, w que la transmisién venérea, si bien po
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sible, no es necesaria, no debiendo jugar un papel tan im

portante como suponen algunos autores (FULFORD y cols.1973).
IRWIN y cols. (1974) y HEATHCOTE y cols (1974 b) han encon-
trado resultados semejantes a los nuestros aunque menos sig

nificativos.,

ENFERMOS. -

Nos interesaban dos grupos de enfermos. Por un la
do los pertenecientes al programa de hemodi&lisis periédi--
cas y por otro aquellos que tienen hepatopatfas crdénicas. -
Dado que éstop son enfermos que estdn sometidos a andlisis
repetidos y estancias frecuentes en hospitales, estudiamos
también enfermos en las mismas condiciones, pero sin enfer-
medad hepdtica, que nos pudieran servir para establecer com

paraciones.

Enfermos en programa de didlisis.-

Las hepatitis viricas son un problema grave y fre
cuente en las unidades de didlisis. Asf en un estudio reali
zado en los Estados Unidos en 120 unidades (U.S.N.C.D.C, ==
1969) se observd cémo el 10% de 1.008 pacientes y el 3% de
1,070 miembros del personal tuvieron hepatitis en el perio-
do estudiado, y en Europa una de los dltimos estudios reali
2ados por la Asocliacién Europea de Diflisis y Transplantes
reveld que el 477% de los centros tuvieron algin caso en el

afio 1971, existiendo m&s de 10 casos en el 10%; la frecuen
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cia en los enfermos es del 7% y entre el personal sanitario
se calcula que debe oscilar también entre el 5 y el 10% (-
BRUNNER vy cols. 1972; MARMION y TONKIN 1972). Se ha compro
bado que la mayor parte de estos brotes son Ag HB positivo

(POLAKOF y cols. 1972).

Cuando nosotros iniciamos el eétudio de los en-
fermos y personal sanitario de la unidad de didlisis de 1la
Fundacién Jiménez Dfaz, en Junio de 1973, acababa de apare-
cer un caso de hepatitis B en una de las enfermeras. En ese
momento era la Unica persona con Ag HB en la unidad, y no -
habfan existido tampoco otros casos en los meses anteriores,
Sin embargo el 50% de los veintidos enfermos y el 66,6% de
los doce miembros del personal sanitario estudiado tenfan -
Ac HB.

Durante las revisiones periddicas realizadas hag
ta Julio de 1974 (14 meses de estudioj se descubridé el Ag HB
en trece personas (once enfermos y dos miembros del personal
sanitario) y otros tres (dos enfermos y un miembro del persg
nal sanitariogsehicieron Ac HB positivo, después de haber si-
do negativos. Ninguno de estos tres casos tuvieron sfntomas,
pero a los dos enfermos a los que se determiné la TGO, la -
tuvieron discretamente elevada (120 y 130mU), Al final del
estudio de los veintidos enfermos seguidos mds de seis me--
ses, el 36,47 tenfan Ag HB y el 54,6% tenfan o habfan teni-
do Ac HB.

En una revisién de quince unidades de hemodid1li
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sis norteamericanas , SZMUNESS y cols. (1974) también en--
cuentran incidencias elevadas de Ag y Ac HB en enfermos y
personal sanitario.

De estos estudios se deduce el gran riesgo de con
tagio por el virus de la hepatitis B que presentan tanto -
los enfermos como las personas que trabajan en la unidad,
y la facilidad con que se propaga una epidemia por dicho -
virus pese a las numerosas precauciones que se tomaron (éig
lamiento de los casos positivos que son dializados en dfas |
diferentes y en la medida de lo posible en zonas diferentes
de la unidad, material desechable, utilizacién de guantes,
etcC..).

Otro aspecto interesante era comprobar si los en-
fermos con insuficiencia renal terminal eran capaces de =--
producir Ac HB. Es sabido que estos enfermos tienen diver-
sas anormalidades inmunolégicas. La inmunidad celular estd
muy afectada, como se observa por el retraso en el rechazo
de homoinjertos (DAMMIN y cols. 1957), la falta de reacti-
vidad en las pruebas cutdneas (WILSON y cols., 1965) y la =
falta de respuesta de los linfocitos a la fitohemaglutini-'
na (NEWBERRY y SANFORD 1971), y a diversos antigenos vira-
les y no virales (SANDERS y cols. 1971). La afectacién de
la inmunidad humoral es menos completa, habiéndose observg‘
do respuestas normales de anticuerpos frente al toxolide de
la difteria (STOLOFF 1958) y el virus de la gripe (JORDAN
y cols. 1973) y disminufdas para los antfgenos O.y H de 1la

vacuna tffica (WILSON y cols. 1965). La gran frecuencia de
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Ac HB y el que hayan aparecido estos anticuerpos en todos
los enfermos estudiados por nosotros que tuvieron Ag HB, -
indican que la respuesta humoral al Ag HB estd conservada

en estos enfermos.,

Enfermos hepdticos crdnicos

La etiologfa de las enfermedades hepdticas créni
cas es en general oscura. Desde hace muchos afios se han in
criminado numerosos factores (etilismo, virus, fenémenos -
autoinmunes, etc..) sin que realmente se sepa hasta qué pun
to son responsables de la aparicién y la progresién de es--
tos procesos.

E1l descubrimiento del Ag HB como marcador del vi-
rus de la .hepatitis B ha permitido valorar su importancia
en estos cuadros. En las determinaciongs realizadas, la fre
cuencia de Ag HB ha variado segin los ;utores y los paises,
entre 51% en Italia (BIANCHI y cols. 1972) y 6% en los Es--
tados Unidos (KAPLAN y GRADY 1971) con una media de casi --
20% (SUTNICK y cols. 1972). En Espaifia BRUGUERA y cols.(1972)
encontraron un caso Ag HB positivo entre cincuenta y un enfer
mos con cirrosis alcohélica (2%) y cuatro entre treinta y --
ocho enfermos con cirrosis criptogenética (10,5%). S&lo en--
contraron un enfermo con Ac HB. La baja incidencia de Ac HB
es debida a que emplearon un método muy poco sensible (inmu
nodifusién)., Estos datos indicaban que al menos una parte -
de estogs procesos debfan estar relacionados con el virus de

la hepatitis B.
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Nosotros, al determinar simultdneamente Ag y Ac HB,
observamos que la frecuencia de ambos en énfermos con pro
cesos hepiticos era significativamente mayor que en suje-
tos normales, Yy también que en otros enfermos con edades
e historia de ingresos’hOSpitalarios similares. Sin embar-
go, si exclufmos los diez casos (13,8%) Ag HB positivo, la
diferencia deja de ser significativa, indicando que debe
serenellos Uinicamente donde el virus HB juega algin papel.

No estd aclarado el porqué los alcohdlicos tienen -
con frecuencia hepatopatfas crénicas. Incluso en los mds
severos, la incidencia de cirrosis es de uno de cada doce
(SHERLOCK 1971) por 1lo que no parece que el alcohol sea -

dnicamente el responsable. PETTIGREW vy cels. (1972) estu

diaron once enfermos con hepatopatia crénica alcohélica v
encontraron en todos los casos una transformacién blédsti-
ca de los linfocitos tras la estimulacidén con suero rico
en Ag HB, Esto les llevd a sugerir que el virus de la he-
patitis B juega un papel en el desencadenamiento de es--
tos procesos, probablemente produciendo una hepatitis que
en los alcohdlicos no curarfa. Estos resultados sin embar-
go no han sido confirmados ‘v GABER y cols. (1972) estudian
do también la inmunidad celular frente al Ag HB en estos -
enfermos, no encontraron ningdn caso positivo. Ellos emplea
ron el test de la migracién leucocitaria vy como antfgeno

también suero rico en Ag HB.
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Los resultados de BRUGUERA y cols. (1972) y los -
nuestros estdn de acuerdo con estos Ultimos autores, ===
pues no hemos encontrado una incidencia significativamen
te mayor de Ag HB y/o Ac HB en los enfermos hep&ticos --
con antecedentes etflicos que en enfermos no hepiticos.
Pensamos pues que estos enfermos no han tenido una fre--
cuencia mayor de exposicién al virus de la hepatitis B y
por tanto que éste no debe jugar ningin papel en la enfer

medad de estos pacientes.

IV-3-4) CLASE DE INMUNOGLOBULINAS A LA QUE PERTENECEN LOS

Ac HB

LANDER y cols. (1971) con un método de radioinmung
precipitacién, encontraron anticuerpos IgG e IgM pero né
IgA. En una respuesta primaria obtenida inoculando a ni--
fios subnormales con Ag HB, obtuvieron sélo anticuerpos =--
IgG. Después de una segunda inoculacién, la respuesta fué
en dos casos de IgG sola 'y en otros dos de 1gG mi&s IgM.
Por el contrario, un afio mds tarde 'y utilizando la misma
técnica, LANDER y cols. (1972), encontraron en diez adul-
tos con una respuesta primaria IgG e IgM. Ambos aparecie-
ron simulténeamente en siete enfermos; la IgM apareci$ --
primero en otres dos <y en el décimo fué la IgG la que se
detecté antes. En cinco de ellos pergistfan ambas al fi--

nal dpl estudio, en otros cuatre habfa desapareéido la --
. [N
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IgM y en el dltimo desaparecieron ambas al cabo de pocas -
semanas. Estos autores piensan que la diferencia que encon
traron entre nifios y adultos puede deberse o bien a una =--
respuesta inmunolégica diferente entre ambos o bien a un -
enmascaramiento en los niiios de los anticuerpos IgM en la

respuesta primaria debido a la presencia de tftulos eleva-

dos de 1gG.

Nosotros hemos tratado de determinar la clase
deinmunoglobulina por un método indirecto viendo si la ca-
pacidad de aglutinar hematfes recubiertos de Ag HB persis-
tfa tras una reduccidn que transformara los pentdmeros de
IgM en monémeros. De los veintidos sueros probados, en ---
quince cayé el tftulo de Ac HB por H.A.P., indicando que -
existfan anticuerpos IgM. De ellos, ocho eran de personas
con una respuesta primaria y siete de personas que lleva=--
ban mucho tiempo con Ac HB positivos.

Los siete sueros en los que no vari§ el tftu-

lo, pertenecfan a personas que llevaban tiempo con Ac HB,

En todos los sueros después de la reduccién
con 2-M.E., quedaba alguna capacidad aglutinante, En los -
casos en que la cafda del tftulo fué muy grande, no se pue
de descartar que la actividad residual corresponda & un =--
resto de IgM sin reducir, aunque es m&s probable que la --
aglutinacién producida por el suero reducido sea debida en

todos los casos a IgG.
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En resumen, en una respuesta primaria parecen exis-
tir simultdneamente anticuerpos IgG e IgM. Posteriormente
en algunos casos persisten ambas y en otros solo la IgG.

En enfermos con hepatitis agudas, en los que no se
han podido hacer determinaciones preeoceﬁ de Ag HB, se =--
plantea con frecuencia la duda de si la hepatitis es del -
tipo B, La determinacién de Ac HB sirve en ocasiones para
aclararlo, si tras ser negativos en un principio, aparecen
en tftulo creciente en el periodo de convalecencia.

Sin embargo, si las determinaciones se hacen algo -
m&s tarde cuando ya han aparecido los Ac HB, y su tftulo -
no se modifica, el estudio de la clase de inmunoglobina de
que se trata no sirve para asegurar que la hepatitis sea -
del tipo B, dado que los anticuerpos IgM existen tanto en -
la respuesta primaria, como en personaé que tienen Ac HB -
desde hace tiempo. S6lo si no existen Ac HB de la clase IgM
se pueden asegurar que no se trata de una respuesta prima--
ria y por tanto que la hepatitis no ha debido ser producida

por el virus B.

IV-3-5) PAPEL DE LOS MECANISMOS INMUNOLOGICOS EN LA PROTEC

CION FRENTE A LA HEPATITIS B.

' Los anticuerpos circulantes son considerados como
uno de los mecanismos de defensa mds importantes frente a

las infecciones por virus. En los enterovirus se ha observa
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do cémo estos anticuerpos eviian la diseminacién del virus
desde el lugar de la infeccidn primaria a los érganos més

susceptibles (como el corazén y el cerebro).

Asf los nifios con hipogammaglobulinemia muy marcada
pero inmunidad celular conservada son mejores candidatos -
para desarrollar poliomielitis con pardlisis extensas que

los nifios normales (Allison 1974),

Sin embargo en algunos casos los anticuerpos reducen
la infectividad del virus pero no logran destruirla por com
pleto. Se cree que ésto ocurre cuando los anticuerpos se --
unen a partes del virus no necesarias para iniciar la infec
cién, evitando la unién de otras moléculas de anticuerpo en
las zonas importantes. Estos complejos antigeno-anticuerpo
son responsables entonces de la cronificacién de la infec--

cién (Allison 1974).

La inmunidad celuiar también juega un papel importan
te en la proteccidn frente a algunos virus. Asf enfermos =--
con inmunidad humoral conservada, pero con alteraciones en
la inmunidad celular, tienen frecuentes infecciones por vi-
rus del herpes simple, varicela, sarampién y citomegalovi--

rus (Cooper y cols. 1968, Lux y cols. 1970, Miller 1968).

Esta diferente susceptibilidad de los virus a los di
ferentes mecanismos inmunolégicos puede explicarse por su -
forma de diseminacién.

Existen tres formas principales:
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- Extracelular:Aquellos virus que se multiplican en -
una c8lula pasando luego a los lfquidos extracelulares =--
(sangre, linfa, 1fquido cefalorraqufdeo, etc..) hasta lle-
gar a sitios distantes. Estos son los que pueden ser neu--
tralizados por los anticuerpos.

- Célula-cé&lulas Algunos virus como el del herpes sim
ple, pueden pasar a través de puentes entracelulares evi--
tando asf a los anticuerpos que son incapaces de penetrar
las células (Lodmell 'y cols. 1973)., Otros como el del sa--
rampién pueden formar sincitios que faciliten su disemina-
cién.

La proteccién frente a estos virus viene dada por -
la inmunidad celular, pudiendo ser bloqueada por ciertos =
factores (antfgeno y complejos antfgeno-anticuerpo). (Sjé-

gren y cols. 1971).

- Nuclear: En la divisién celular la informacidén --
genética del virus puede pasar a las células hi jas. La pre
sencia de DNA polimerasa en los virus RNA facilita este pro
ceso. Los mecanismos inmunoldgicos sélo pueden atacar a es-
tos virus si las células infectadas poseen ;;;:;;;;Ees vira
les en su membrana.

En las hepatitis viricas, 1la imposibilidad de culti
var los virus responsables, ha impedido conocer su mecanis-
mo de propagacién y obtener vacunas que permitieran valorar
el papel protector de los diferentes chaniamos inmunoldégi-
cos. Sin embargo, se sabe que después de haber padecido una

hepatitis viral queda una proteccién al menos parcial fren-
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Tanto Holland y cols (1966) como un estudio coopera
tivo muy amplio realizado en Estados Unidos (Grady y Benner
1970), han demostrado que la gamma globulina convencional -
no es dtil para prevenir o atenuar la hepatitis B, aunque -
estd bien probada su utilidad frente a la hepatitis A «---
(Krugman y Giles 1970).

El desarrollo de los métodos de determinacién de Ac
HB ha hecho'posibleel seleccionar gamma globulina especffi
ca y estudiar su influencia en el curso de las hepatitis =
agudas tipo B. Tanto Soulier y cols. (1972) como Krugman y
cols (Krugman y cols. 1971,b, Krugman y Giles 1973), han -
observado que la inyeccidén de esta gamma globulina con tf-
tulos muy elevados de Ac HB, poco después de la inoculacién
del Ag HB atenda la hepatitis producida.

Este tipo de inmunizacién sin embargo no estd exen-
ta de posibles riesgos. En efecto, se sabe que la adminis-
tracién exégena de anticuerpos puede deprimir la respuesta
del sujeto, y &sto es utilizado en clfnica Humana para evi-
tar la isoinmunizacién materna en casos de incompatibilidad
Rh entre la madre y el feto. Cabe la posibilidad que tam---
bién en el caso de la hepatitis B la inmunizacién pasiva --
evite la respuesta del individuo, que entonces no serfa ca-
paz de eliminar el Ag HB y se transformarfa en un portador
cr6nico. con el riesgo de que su lesidn hepdtica se croni-
fique (Prince y cols. 1971, Alter y cols. 1972).

A favor de ello estd el que 1a _mayor parte de las -
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hepatopatfas crénicas Ag HB positivo comienzan sin cuadro
florido de hepatitis aguda (Sherlock y cols. 1970).

Actualmente estdn en marcha tanto en Inglaterra -
(Kerr 1973) como en Estados Unidos (Chalmers 1973) amplios
protocolos sobre el papel de la inmunizacién pasiva en la
hepatitis B, que es de ésperar que aclaren pronto el pro--
blema.

Adem&s de los trabajos realizados sobre inmuniza--
cién pasiva mediante la inyeccién de gamma globulina rica
en Ac HB, existen otros sobre inmunizacién activa, median-
te la inoculacién de suero Ag HB positivo calentado. Estas
pruebas han sido realizadas por Krugman y cols. (Krugman y
cols., 1971 a, Krugman y Giles 1973). En total han tratado
veintinueve nifios subnormales con una, dos o tres inyeccio
nes de suero Ag HB positivo calentado durante 1 mn. a 982C,
Entre cuatro y ocho meses después les inyectaron el suero -
sin calentar, En total la inmunizacién fué efectiva para --
evitar o atenuar la hepatitis en veinte (69%) de los veinti
nueve nifios. También obtuvieron una menor incidencia de por
tadores crénicos, comparado con la obtenido inyectando el -
suero Ag HB positivo sin calentar en nifios sin inmuniza---
cién previa. Los resultados fueron similares después de una,
dos 6 tres inoculaciones del suero calentado. Esto viene a
demostrar que la inmunizacién protege frente a la hepatitis
B, pero no indica si esta defensa viene dada por los Ac HB
o por la aparicién de una inmunidad cqlular.

Aunque Krugman y cols. (1970) no encontraron signos
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de hepatitis (elevacidén de i.. TGO o/y aparicién del Ag HB
en sangre) en los nifios inyectados con el Ag HB calentado,
la obtencién de una vacuna que pueda ser autorizada necesi
tard del cultivo del virus o de una gran purificacién de -
los determinantes antigénicos. con pruebas bien cpntrola--
das que demuestran 1la inocuidad de 1la vacuna.

Por tanto el conseguirla tardarf algunos afios. -
La proteccién hoy por hoy sélo puede venir de inoculacio--
nes accidentales, causantes o né de hepatitis. La gran ---
transmisibilidad del virus hacen sin embargo que estos con
tactos accidentales sean frecuentes y que de hecho posible
mente una parte importante de la poblacién esté ya prote--
gida contra la infeccidn.

Dado que poseemos técnicas c;paces de detectar -
la existencia de inmunidad humoral y celular contra el Ag
HB, tiene gran importancia saber si las personas que poseen
uno u otro tipo de inmunidad estin protegidas contra la in
feccién,

Nosotros hemos tenido la oportunidad de seguir -
una epidemia de hepatitis B en la unidad de diilisis de 1la
F.J.D., apareciendo la enfermedad en sujetos a los que pre
viamenﬁe se les habfan determinado Ac HB. Los resultados =
obtenidos permiten afirmar que existe una relacién estre--

cha entre presencia y titulo de Ac HB y proteccién frente

a la enfermedad. Esto ha sido confirmado por Prince y cols.
(1974).



La proteccidn sdlo es totai en aquellos enfermos ==
que tienen tftulos altos de Ac !iB. Dado que tras una hepa
titis B, los Ac HB pueden quedar & tftulos muy bajos e in
cluso llegar a desaparecer al cabo de algin tiempo, (como
hemos observado tanto nosotros como Lander y cols. 1972),
existe entonces la posibilidad de una reinfeccidén por el
mismo virus,

Nuestras observaciones de la falta de correlacién en
tre inmunidad humoral y celular frente al Ag HB, encontrapn
do casos con tftulos elevados de Ac HB que no poseen inmu-
nidad celular contra el antfgeno, hacen pensar que la pre-
sencia de Ac HB, sin el concurso de mecanismos celulares =
deben ser suficientes para evitar labpepatitis B, proba=-=-
blemente impidiendo la llegada del vifus desde el lugar de
entrada hasta el hfgado. Esto apoyarfa la utilidad de la -
inmunizacién pasiva con gamma globulina, conteniendo tftu-
los altos de Ac HB, siempre y cuando esta inmunizacién se
haga previa a la llegada del virus al hfgado. Si la inyec-
cidn se hiciera demasiado tarde es muy probable que los Ac
HB ya no sean capaces de actuar sobre el virus introducido
en los hepatocitos, y que pueda sin embargo actuar inhi---
biendo 1la puesta en marcha de otros mecanismos inmunolégi~-

cos con el riesgo de cronificar la enfermedad.

Que la inmunidad humoral tenga un papel protector --
frente a la hepatitis B, no excluye que la inmunidad celu-
lar puede actuar en el mismo sentido. Este aspecto estd to

davfa sin estudiar. Reed y cols. (1974) han encontrado una
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frecuencia de MIF positivo en sujetbs controles del 30%, -
frente al 86% en los .ilembros de un departamento de Inmung
logfa, pero no han comprobado si existe diferencia en la -
aparicién de hepatitis entre las personas positivas y nega

tivas.

1v-3-6) PAPEL DE LOS MECANISMOS INMUNOLOGICOS EN LA

EVOLUCION DE LA HEPATITIS B
S —
En las enfermedades a virus por lo general son =--
&stos directamente los que producen las lesiones celulares,
correspondiendo a los mecanismos inmunolégicos el facili--
tar la curacién. Sin embargo, con frecuencia estos mismos
mecanismos contribuyen también en mayor o menor medida a -
producir las lesiones. Incluso en algunas infecciones vira
les como la coriomeningitis linfocitaria (Doherty y Zinker
nagel 1974), el propio virus no produce dafio alguno, sien-
do la respuesta inmunolégica la que produce la enfermedad

y puede conducir a la muerte del animal infectado.

Esta funcién de la respuesta inmune viene dada por
la posibilidad de que antfgenos virales se incorporen a la
membrana de las células, haciéndolas blanco de la respues-
ta frente a dichos antfgenos o porque los virus al salir
de la célula incorporen componentes celulares que puedan -
entonces hacerse inmunogénicos por su asociacién a compo-

nentes virales (Javitt y cols, 1973). La respuesta inmuno-



149~

16gica puede producir lesiones en las infecciones virales

por diversos mecanismos:

a) Mediados_por_la unidn de_anticuerpes y_complemento a_-

feccién de células por‘virus (rabia, herpes simple, varice
la, influenza, etc..) produce nuews antigenos . en la su--
perficie de estas células y que al afladir anticuerpos espe
cfficos contra el virus mas complemento se produce dafio cg

lular (Wiktor y cols. 1968, Brier y cols. 1971).

b) Mediados_por_células_inmunocompetentes: El ejemplo de -
este tipo de lesiones viene dado por las producidas en la

coriomeningitis linfocitaria. Cole y cols. (1972,1973) han
demostrado "in vivo" la necesidad de la presencia de los -
linfocitos T para la aparicién del cuadro tfpico y confir-
mado "in vitro" el efecto citop4tico de los linfocitos sen
sibilizados sobre células portadoras de los antfgenos vira

les. Este tipo de lesiones puede ser evitado por factores

bloqueantes (anticuerpos o complejos antfgeno-anticuerpo).

c) Mediados por_ complejos antfgeno-anticuerpo: Producen sfp
tomas de enfermedad del suero (artralgias, artritis, rash -
cutdneo, vasculitis y glomérulonefritis). En ratoneé infec-
tados por algunos virus (el de la coriomeningitis linfocitg
ria entre otros) se producen glomérulonefritis con presen--
cia de complejos virus-anticuerpos en la circulacién y depgd
sito de estos complejos mds complemento en las paredes de =

los capilares glomerulares y en el mesangio, como se obser-
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T (1infocitos B o macr8fagos) es adn mal conocido y no se
ha demostrado todavia QUe intervenga en la patogenia de =--
las enfermedades virales.

En las hepatitis viricas tipo B, parece probable --
que los mecanismos inmunolégicos tengan la doble funcién -
de curar la enfermedad y de producir las lesiones. Su pa--
pel beneficioso estd apoyado por dos hechos principales:

- Se observa que aquellos enfermos que curan, desarro
llan una respuesta inmunolégica tanto celular como humoral
frente al Ag HB y que la primera es ya detectable cuando -

empieza a mejorar el proceso,

- Aquellos enfermos que tienen dé&ficits inmunitarios
tanto por enfermedad previa (Hodgkin, insuficiencia renal
crénica) como por tratamientos inmunosupresores (enfermos
con transplantes renales) tienen una gran tendencia a la -
persistencia del Ag HB y a la cronificacién de la hepatitis.

Su papel patégeno también estd apoyado por numero-=-
sas observaciones:

- Existen personas con Ag HB tanto en sangre como en
el interior de los hepatocitos que sin embatgo no tienen -
evidencia clfnica, bioqufmica ni morfolégica de lesién he-
pitica. Esto indica que el virus de la hepatitis B no debe

de ser patégeno por s{ mismo.



- La sangre d¢ <sas personas es sin embargo capaz
de producir hepati:is aguda al ser transfunfida a otras -

personas.

- No existe relacién entre el subtipo de Ag HB y 1la
aparicidén o né de hepatitis B.

- No existe relacidn entre la cantidad de Ag HB pre-
sente en el suero y la gravedad de la lesidén hepdtica.

- La existencia de lesién hepitica es significativa-
mente m&s frecuente entre los portadores crdénicos de Ag HB
con Ac HB que entre los que no los tienen,

- La hepatitis aguda tiene un cuadro mucho m4s benig
no en aquellos enfermos con déficits inmunitarios (dializa
dos, transplantados) que en aquellos que tienen una inmuni
dad conservada.

- Con frecuencia en la hepatitis aguda aparecen sfntg

mis de enfermedad del suero (rash cuténeo, artralgias).

- MECANISMOS INMUNOLOGICOS QUE FACILITAN LA CURACION DE IA
ENFERMEDAD .

La curacién de la hepatitis y la desaparicién de Ag
HB va unida en la mayorfa de los casos a la aparicién de -
Ac HB detectables por H.A.P. y de inmunidad celular frente
al Ag HB detectable por la inhibicidén de la migracién de -
los .leucocitos.

Los Ac HB aparecen bien desde el comienzo del proce-
so (casos en los que hay que pensar que se trata de una =-
respuesta secundaria) bien cuando ya ha desapareéido el Ag

HB o estd a punto de desaparecer y cuando ya la ictericia
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y la elevacién de las transaminasas han desaparecido casi
totalmente. En ambos grupos de enfermos la evolucién clfni
ca y bioqufmica es muy similar no suponiendo la presencia
de anticuerpos una curacidén mds ripida. Por otro lado en -
todos aquellos casos que se han cronificado y en los que -
persiste el Ag HB hemos observado tambié&n la aparicién de
Ac HB, incluso con frecuencia a tftulos m&s elevados que
en los que tienen una evolucidén hacia la curacién. Se pue-
de concluir por tanto, que los Ac HB no facilitan la desa-
paricién del Ag HB ni la curacién de la lesidn hepé4tica.

Por el contrario, sélo hemos observado la apari--
cién de una respuesta celular frente al Ag HB en aquellos
enfermos que evolucionan hacia la curacién,

Dudley y cols. (1972) utilizando Ag HB sin puri--
ficar, también obtuvieron una mayor inhibicién de la migra
cién en las hepatitis agudas que en los portadores crdni--
cos, Yy Reed y cols, (1974) encontraron inmunidad celular -
frente al Ag HB en los seis enfermos estudiados convale«--
cientes de una hepatitis aguda.

Estos resultados parecen indicar que la curacién
de las hepatitis agudas tipo B depende de la aparicién de

una inmunidad celular frente al Ag HB.

- MECANISMOS INMUNCPATOLOGICOS EN LAS HEPATITIS B:

»

En la hepatitis B existen manifestaciones hepiti-

cas y extrahepdticas. Estas Gltimas sqn muy semejantes a ~
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las producidas en la enfermedad del suero, por lo que se
piensa que sean producidas por complejos antfgeno-anticuer
po HB (Alpert y cols. 1971).

De hecho ya se ha obsérvado la presencia de Ag HB
al menos en trece enfefmos con periarteritis nodosa, encopn
trédndose en dos de ellos depésitos de IgM, Ag HB y comple-
mento en las paredes vasculares (Gocke y cols. 1971, Trepo
y cols, 1972) y un caso de glomérulonefritis con depdsito
de Ag HB, IgG y complemento en los glomérulos (Combes y =
cols. 1971). Nowoslawski (1974) en la autopsia de enfermos
fallecidos por hepatitis aguda también ha encontrado Ag HB,
I1gG, IgM y complemento en la fntima de las arteriolas con
lesiongs tipicas de periarteritis y en‘los capilares glomé
rulares.

Mucho mds discutible es la patogenia de la le---
sién hepdtica. Almeida y Waterson (1969) al encontrar por
microscopfa electrénica inmunocomplejos HB en un enfermo -
con hepatitis aguda y otro con H.C.,A, mientras solo exig«=
tfa Ag HB en un portador asintomitico, pensaron que la le-
sién hep4tica debfa de estar producida por estos inmunocom
plejos. Otros defensores de esta teorfa son Nowoslawsky y
cols. (1971 a,b) que han comprobado que estos inmunocomple
Jos HB pueden producir inflamacién y que por inmunofluoresg
cencia observan depésitos de Ag HB, IgG, IgM y beta 1C-glo
bulina en el citoplasma, membrana plasmitica y ndcleo de -

los hepatocitos de los enfermos con Ag HB. La IgGAd&sociada

\
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de estos complejos por tratamiento con tiocianato potédsico
tiene adem&s actividad de Ac HB. Resultados similares han
sido hallados por Kater y cols. (1974).

Para otros autores los resultados no son tan -=-
claros y asf Edgington y Ritt (1971) solo encuentran por -
inmunofluorescencia Ag HB, inmunoglobulinas y complemento
en el hfgado en el citoplasma de las células del endotelio
sinusoidal y de las células de Kupffer y muy ocasionalmen-
te en algunos hepatocitos. En el resto solo aparece Ag HB
y en el nucleolo €lq.

Prince y Trepo (1971) en un estudio amplio de -
enfermos con Ag HB no vieron relacién entre la existencia
de inmunocomplejos en sangre y el grado de lesidn hepdtica.

Nosotros si hemos observado una correlacién en-
tre presencia de Ac HB y lesidén hepitica en los portadores
crénicos de Ag HB y en la comparacién de éstos con los en-
fermos con hepatopatfas crénicas Ag HB positivos. Sin embar
go, ésto no indica que la lesién sea producida necesariamen
te por inmunocomplejos y de hecho algunos enfermos con tran
saminasas elevadas tienen Ag HB pero no anticuerpos. Ademds
en las hepatitis agudas que hemos observado los Ac HB apare
cen en algunos casos al comienzo del proceso, y en otros --
cuando ya ha pasado la fase aguda sin que 1la p:esencia o e}
tftulo de los Ac HB se correlacione con la gravedad del cua
dro.

El cuadro morfoldgico taﬁpoco apoya el que la en

fermedad esté producida por inmunocomplejos,pues en estos -
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casos el infiltrado inflamatorio es de polinucleares y sin
embargo,es tipico de las hepatitis tanto agudas como créni
cas que el infiltrado inflamatorio esté constitufdo por cé
lulas mononucleares.

Finalmente hemos visto que la gravedad del =--
episodio agudo es muy diferente en los enfermos con insuf}i
ciencia renal crénica, y sin embargo estos enfermos tienen
una buena respuesta de Ac HB, estando sin embargo afectada
su respuesta celular. También se han visto hepatitis tanto
agudas como crénicas en enfermos con agammaglobulinemia. -
(Gatti y Good 1970).

Edgington y Ritt (1971) en su estudio con inmu
nofluorescencia observaron Ag HB en el citoplasma del hepa
tocito, en la proximidad de la membrana celular, indicando
que &sto podfa dar lugar a que la respuesta inmunolégica -
del huésped se dirigiera contra las células infectadas., --
Esta respuesta que lesionara las células infectadas podfa
ser mediada con anticuerpos y complemento o por células =--
(linfocitos).

Gran parte de los argumentos que hacen poco =-
probable que la lesién hepitica esté mediada por inmunocom
plejos, van también en contra de que sean los anticuerpos
mis complemento, los que la produzcan (falta de relacién -
entre presencia de anticuerpos y gravedad de 1la lesién, in
filtrado predominantemente linfocitario etc..) y sin embar
go apoyan el que est§ mediada por una respuesta inmunolé-

gica tipo IV segiin la clasificacién de Gell y Coombs,
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Dudley y cols (1972 a,b) son los mayores defensores
de esta teorfa que va teniendo cada dfa mids partidarios, -
Opinan que las células infectadas incorporan a su membrana
antfgenos virales (el Ag HB). Al desarrollarse una inmuni-
dad celular contra ese antfgeno en el huésped, los linfoci
tos T destruyen las células infectadas siendo los responsa
bles de la lesidn hepdtica pero también de la eliminacién
total del Ag HB y por tanto de la curacién del proceso, =--
Sin embargo cuando la funcién de los linfocitos T, estf «-
parcialmente alterada entonces la respuesta no serd sufi--
ciente para eliminar todas las células infectadas, persis-
tiendo.el Ag HB y cronificdndose la enfermedad que serd --
m&s o menos grave (HCA o HCP) segin sea mayor o menor la -
capacidad de respuesta de los linfocitos T frente al Ag HB,
Si la inmunidad celular frente al Ag HB estd totalmente su
primida ', entonces el huésped serd un portaggéicrénico del
antfgeno, pero sin lesién hepdtica alguna.

Esto esti de acuerdo con nuestras observaciones de
que los enfermos en programa de diilisis que tienen altera
da su inmunidad celular, tienen un episodio agudo mucho ;-
mds benigno, pero luego no acaban por curar de su hepati--
tis.,

Si la lesién estd producidad por la respuesta celu
lr, sorprende que los seis enfermos crénicos en los que -=-
nosotros la hemos estudiado no tengan inhibicién de la mi-

gracidn de los leucocitos al incubarlos en presencia de Ag HB.



Pero hay que tener en cuenta ¢u~ todos tenfan una lesién -
hep&tica poco intensa como se «iservé por biopsia, y que -
puede que nuestro método de dei~iininacién del MIF no sea -
capaz de poner de menifiesto pequeiias respuestas celulares.
Dudley y cols. (1972 b) sf han conseguido obser--
var también:con la pruéba de migracién leucocitaria que en
las hepatitis agudas todos menos uno de sus enfermos tenfan
un test positivo, en las hepatitis crénicas agresivas un -
50%, alguno aislado en las hepatitis crénicas persistentes
y ninguno en los portadores sanos. La crftica a este trabg
jo viene de que no han empleado Ag HB purificado y &sto =«

puede dar lugar a resultados inexactos (Frei y cols. 1973).

1V-3-7) ANTICUERPOS CONTRA EL NUCLEO CENTRAL DE LA PARTICU

AN R I S I S S S S S I EREREOSNS S TSNS RN SRS IR I IR IR

LA DE DANE, ("ANTI-CORE ANTIEODIES")

Almeida y cols. (1971 a) utilizando el microscopio
electrdnico fueron los primeros en observar un segundo sig
tema antfgeno-anticuerpo en los enfermos con hepatitis B,
El antfgeno es el nicleo central de la partfcula de Dane -
(que se piensa representa la nucleocdpside del virus de 1la
hepatitis B, mientras que el Ag HB no serfa m&s que protef
na de recubrimiento).

Barker y cols. (1973) y Brzosko y cols. (1973) tam
bién han comprobado la existencia de este segundo sistema

antfgeno-anticuerpos en las hepatitis B, por inmunofluores



cencia, al encontrar dos patrrones de tincién. en los hepa
tocitos, uno citopl&smico (Antfgeno HB) y otro nuclear =--
(anti-core").

Aunque nosotros no hemos llegado a purificar los
nicleos de la partfcula de Dane, y por tanto no hemos estu
diado este sistema antfgeno-anticuerpo, nos parece importan
te comentar brevemente los hallazgos de Hoofnagle y cols, -
(1973) que han estudiado la presencia de anticuerpos "anti-
core”, por fijacién de complemento en diversos grupos de en
fermos.

Estos autores encuentran anticuerpos anti "core -
antigen"” en todos los enfermos con hepatitis B poco después
de aparecer el Ag HB positivo, hasta algin tiempo después -
de negativizarse éste y en todos los portadores crénicos de
Ag HB. No aparece en cambio al reinocularse el Ag HB aque--
llas personas que han tenido una hepatitis B previa, y que
tienen una respuesta secundaria de Ac HB sin infeccién hepd
tica ni aparicién del Ag HB en sangre.

De estos resultados se deducen que el anticuerpo
"anti-core" es producido como respuesta a una replicacién -
activa del virus en el higado. No existe sin embargo ningu-
na relacién entre estos anticuerpos y la presencia de hepa-
titis, teniéndolos todos los portadores del Ag HB a pesar -
de que existen como sabemos muchos que no presentan ningin

dafio hep4tico.
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De todo ello se puede coiluir que los anticuerpos
"anti-core"” pueden ser muy Utiles para detectar aquellas
personas que estdn o han estado recientemente infectadas
por el virus de la hepatitis B, incluso cuando el Ag HB no
es detectable por los métodos habitualmente utilizados =--
(Brzosko y cols. 1974).

Sin embargo, al observarse que no existe relacién
entre estos anticuerpos anti-core y la presencia de hepati
tis, sigue siendo vdlida la teorfa de que es la respuesta
inmunolégica contra el primer antfgeno HB conocido (que =--
ahora habrfa dellamarse antfgeno HB de superficie o HBgAg)
la responsable de la lesién hepdtica, probablemente porque
sea este antigeno el que se incorpore a la membrana del he
patocito (en el supuesto de que- la lesién esté producida
por anticuerpos y complemento, o por linfocitos) o el uni-
co capaz de formar inmunocomplejos que lesionen el hfgado

(sl la lesién fuera producida por inmunocomplejos).
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- E1 Antfgeno Australia o Antfgeno de 1la hepatitis B (Ag HB)
es o esti fntimamente relacionado con el virus de la hepa-

titis B.

- E1 Ag HB posee un peso molecular elevado, por 1o que sed}
menta al ser centrifugado a altas velocidades (dos horas a

220,000 g. 616 horas a 68.400 g.).

- Es muy resistente al tratamiento con enzimas proteolfti-

cos especialmente a la pepsina y la tripsina,

- Estas dos dltimas propiedades nos han servido de base pa
ra la elaboracidn de un mé&todo de purificacién del Ag HB,

de mayor simplicidad que los hasta ahora descritos y gue -
permite obtener antfgeno de gran pureza con un rendlmiehto

elevado a partir de sueros que lo contengan.

- E1 Ag HB purificado por nuestro método, presenta al mi--
croscopio electrdnico partfculas esféricas de unos 20 nm.

de diidmetro y tubulares de longitud variable con el mismo

didmetro.

- Este Ag HB no contiene 4cidos nucleicos en cantidad apre

ciable.
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- E1 Ag HB es muy resistente al calor, perdiendo antes su

caéidad infectante que su reactividad inmunolégica.

- La obtencién de este Ag HB muy purificado nos ha permi-
tido montar un método dé hemaglutinacién pasiva (H.A.P.)

para la determinacién de anticuerpos anti-Ag HB (Ac HB),a
la vez muy sensible y especffico. Este mé&todo permite de-

"tectar Ac HB en sueros que contienen también Ag HB.

- También hemos montado un test de inhibicién de la migra
cién leucocitaria para medir la inmunidad celular frente
al Ag HB. La utilizacidn del antfgeno muy purificado hace
que este test sea de gran especiflcidag para el Ag HB,

- Mediante el test de H.A.P. hemos obsérvado que entre la
poblacidén normal existen Ac HB con gran frecuencia (24,47%)
en los controles sanos) siendo mayor 1la incidencia de es--
tos anticuerpos a partir de la cuarta década de la vida., -

. No existen diferencias entre ambos sexos.,

- Esta incidencia es aln mucho mayor en algunos grupos de

personas que estdn mis expuestos a materiales Ag HB positi
vos (enfermos ingresados repetidas veces en hospitales, en
fermos con insuficiencia renal terminal en programa de he-
modidlisis periddicas, donantes de sangre. personas traba-

Jando en hospitales con material Ag HB positivo y familia-
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res de enfermos Ag HB positivo que conviven con ellos), -
si bien la mayorfa de ellos no tienen antecedéntes de ha-

ber padecido una hepatitis.

- En los familiares de enfermos portadores del Ag HB se -
observa una relacién entre el grado de convivencia y la

frecuencia de Ac HB,

- Estas observaciones indican la gran frecuencia de contg
gio con material Ag HB positivo, y que en la mayorfa de =«

los casos éste debe hacerse por vfa no parenteral.

- Las personas que trabajan con materiales Ag HB positivo
yaquellas que conviven mas estrechamente con enfermos por
tadores del antigeno tienen tftulos dé Ac HB, significat}i
vamente mis elevados que aquellas personas que han padeci
do una hepatitis B. Esto parece indicar que los tftulos -
elevados son producidos por estfmulos antfgénicos repeti-

dos.

- Los enfermos hep4ticos crénicos tienen una incidencia -
de Ag y Ac HB significativamente mds elevada que personas
de la misma edad y también con ingresos repetidos en hds-
pitales. Esta mayor incidencia se hace’a expensas Unicamen
te del Ag HB. Se puede concluir por t;nto que el virus de

la hepatitis B puede producir hepatopatfas crénicas, pero
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s6lo debe jugar un papel etioldégico en aquellos enfermos

que tienen Ag HB en sangre de forma persistente,

- Si dividimos estos enfermos hepiticos crénicos en bebe
dores y no bebedores los resultados obtenidos permiten -
afirmar que el virus de la hepatitis B solo juega un pa-

pel etiolégico significativo en estos udltimos.

- En la mayorfa de los enfermos que padecen una hepatitis
B, aparecen Ac HB a tftulos bajos (entre 1/3 y 1/81) en -
el periodo de convalecencia. Se trata entonces de una reg
puesta primaria. En algunos, sin embargo los Ac HB estdn

ya presentes desde el comienzo de los~sfntomas. alcanzan-
do en general tftulos m&s elevados (J} 1/81). En estos cg
808 se trata de una respuesta secunda;ia. que aparece en

aquellas personas que han tenido previamente otro estimu-

lo con el Ag HB,

- La existencia de hepatitis agudas acompafiadas de una --
respuesta secundaria indica que un estfmulo antigénico --
producido por el virus de la hepatitis B, no siempre deja

una inmunidad total frente a la enfermedad.

- En la respuesta primaria aparecen siempre Ac HB de la =--
clase IgM. Estos anticuerpos pueden desaparecer al cabo de

algunos meses, pero en ocasiones persisten indefinidamente.



La presencia de anticuerpos IgM no permite por tanto asg

gurar que el estfmulo antigénico sea reciente,

- Las personas que tras una respuesta primaria conservan
Ac HB circulante a tftulos elevados, s{ quedan totalmen-
te protegidas frente al virus de la hepatitis B. Solo =--
aquellas personas en las que los Ac HB llegan a desapare
cer o quedan tftulos muy bajos (1/3) pueden padecer la =

enfermedad.

- Mediante el test de la migracién leucocitaria hemos ob
servado que no existe correlacién en un mismo enfermo en
tre inmunidad humoral y celular frente al Ag HB. La pro-
teccién frente a la infeccién por el virus de la hepati-
tis B, existente en las personas con ﬁitulos altos de Ac
HB no puede por tanto depender de una inmunidad celular

que acompafiara sistemdticamente a esos anticuerpos.

- Si bien los Ac HB juegan un papel fundamental en la de-
fensa contra el virus de la hepatitis B, no influyen en -
cambio en la curacién del proceso. En efecto, en una epi-
demia de hepatitis B ocurrida en la unidad de hemodiili--
sis, hemos podido observar que la respuesta humoral fren-
te al Ag HB estd conservada en enfermos en programa de he
modidlisis periédicas. Sin embargo esFos enfermos tienen

una inmunidad celular globalmente disminufda. La gran ma-
yorfa de ellos tras una infeccién por el virus de la hepag

titis B se transforman en portadores crénicos.
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- La estrecha relacidén exisi=nte en esos enfermos y en -
todos aquellos que padecen una hepatitis aguda tipo B en
tre falta de respuesta celular al Ag HB (medida por el -
test de la inhibicién de la migracién leucocitaria) y --
persistencia del antigeno, permite afirmar que este tipo
de respuesta inmunolégica es la responsable de la cura--
cién de la enfermedad y de la eliminacidn del virus del

organismo,

- Numerosas observaciones permiten afirmar que el virus
de la hepatitis B tiene por s{ solo muy poco poder paté-
geno y que la enfermedad depende de la aparicién de una
respuesta inmunolégica frente al Ag HB en aquellos enfer

mos infectados por el virus.

- Las manifestaciones extrahep4ticas de la enfermedad --
(artritis, rash cutdneo, glomerulonefritis, vasculitis),
se ha demostrado que estin producidas por complejos Ag-Ac

HB.

- La patogenia de la lesién hepdtica por el contrario no

estd totalmente aclarada. Existe una relacién clara entre
su presentacién y la existencia de una reaccién inmunolé-
gica frente al Ag HB. Dado que la presencia y el tftulo -
de Ac HB no parece influir en la evolgcién de una hepati-

tis aguda, hay que pensar que la produccién de las lesio-
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nes debe depender de una inmunidad celular que dafie los
hepatocitos que contengan virus de la hepatitis B, pro-
bablemente por la existencia de determinantes antigénicos
HB en su membrana, Esto esti apoyado entre otras observa-
ciones por la evolucidn mucho m&s benigna de la fase aguda
de la hepatitis B, en aquellos enfermos que como los in--
clufdos en un programa de hemodiflisis periédicas o los -
transplantados renales con tratamiento inmunosupresor tige

nen una inmunidad celular deprimida.
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