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PROGRESOS EN EL ESTUDIO
DE LA HEPATITIS VIRICA

Informe del Comité de Expertos de la OMS
en Hepatitis Virica

* Un Comité de Expertos de la OMS en Hepatitis Virica se reunié en
Ginebra del 11 al 16 de octubre de 1976. El Dr. I. D. Ladnyi, Subdirector
General, abri6 la reunion en nombre del Director General.

1. INTRODUCCION

Veinticinco afios han transcurrido desde que la Tercera Asamblea
Mundial de la Salud pidié que se reuniera por primera vez un Comité
de Expertos de la OMS que se ocupase de la hepatitis. El primer informe
del Comité, en 1953, subrayaba la importancia de la enfermedad para
la salud publica y la limitacién de los conocimientos que se poseian
sobre su etiologia y su epidemiologia.® En el decenio siguiente se hicieron
progresos en la lucha contra la hepatitis A mediante la inmunizacién
pasiva, pero poco més se adelant, como se dejé bien sentado en el
segundo informe del Comité, en 1964.> Los laboratorios de todo el
mundo no pudieron desarrollar métodos para estudiar la etiologia, la
epidemiologia y la inmunologia de la hepatitis B hasta que, a fines del
decenio 1961-1970, se comprendié que el antigeno Australia era un
indicador de infeccién por virus de la hepatitis B. Tres grupos de expertos
reunidos ulteriormente por la Organizacién debatieron este importante
descubrimiento y formularon recomendaciones para su aplicacién a
la Iucha contra la enfermedad.®%*

Por conducto de la OMS, la colaboracidn internacional y la difusién
de nuevas informaciones antes de su publicacion en la prensa cientifica
han pasado a ser caracteristica habitual de los esfuerzos mundiales de
investigacién encaminados a la lucha contra la hepatitis. Con el presente
informe se quiere poner a los lectores al corriente de los rapidos adelantos

¢ WHO Technical Report Series— OMS Série de Rapports techniques, N° 62,
1953.

b OMS, Serie de Informes Técnicos, N° 285, 1964.

¢ Bulletin of the World Health Organization — Bulletin de I’ Organisation mondiale
de la Santé, 42 : 957 (1970).

@ OMS, Serie de Informes Técnicos, N° 512, 1973.

¢ OMS, Serie de Informes Técnicos, N° 570, 1975.



que se estan haciendo en este campo y, en particular, de los que han
tenido lugar desde la tiltima reunién de la OMS.” Uno de estos adelantos
es una nomenclatura simplificada basada en la visualizacién directa del
virus de la hepatitis A e 1gualmente del virus de la hepatltls B, y en sus
propiedades bioquimicas y biofisicas. En el informe se examinan también
los considerables progresos efectuados en el diagndstico especifico de Ia
hepatitis virica, que han permitido identificar un nuevo tipo de hepatitis
que no guarda relacién con el virus de la hepatitis A ni con el de la B.
En algunas zonas del mundo, este nuevo tipo es la forma mas comin de
hepatitis postransfusional. En otro plano, el empleo de modelos ani-
males de infecciones con virus de la hepatitis A y de la B permite estudiar
la infectividad de ambos agentes en el laboratorio y evaluar la inocuidad
y la eficacia de las vacunas experimentales contra la hepatitis B antes de
ensayarlas en el hombre. En el informe se trata también de los nuevos
estudios sobre la inmunizacién pasiva contra la hepatitis B y de los
primeros ensayos alentadores de tratamiento de esta enfermedad. La
posibilidad de que el virus de la hepatitis B intervenga en la formacién
del carcinoma primario de higado permite esperar que la lucha contra
esta infeccién virica contribuya a reducir no sélo la 1n01den01a de la
hepatltls B sino tamblen la de esa forma de cancer.

2. TERMINOLOGIA DE LOS VIRUS Y DE LOS
ANTIGENOS DE LA HEPATITIS

- En todo el mundo se estan haciendo intensos esfuerzos por alcanzar
un conocimiento mas profundo de los virus de la hepatitis y de los
antigenos a ellos asociados. En el presente informe, el Comité de Expertos
propone algunas modificaciones en la nomenclatura basadas en los
descubrimientos efectuados recientemente en muchos laboratorios.
Ademais, con el fin de facilitar la lectura de las abreviaciones con que
se designan los antigenos y los anticuerpos de la hepatitis, el Comité
propone. eliminar el empleo de letras a modo de subindices. Asi, por
ejemplo, para el antigeno superficial de la hepatltls Bla abrev1atura seria
AgHBs en lugar de AgHB,: ~ .

2.1 Virus de la hepatitis A
VHA Virus de la hepaﬁtis A. Virus pequefio, de 25-28 nm de tamaio,

y simetria cubica. Como en el caso de otros virus del mismo tamaiio,

a OMS, Serie de Informes Técnicos, N° 570,.1975.



" anti-VHA

se encuentran particulas Ilenas y vacias. Unas y otras se identifican
mediante inmunomicroscopia electrénica. Entre otras pruebas sero-
légicas para el virus de la hepatitis A figuran Ia fijacién del comple-
mento, la hemaglutinacién por inmunoadherencia y la valoracién
radioinmunolégica.

Anticuerpo contra el virus de la hepatitis A.

2.2 YVirus de la hepaﬁﬁs B

VHB

AgHBs

AgHBc

AgHBe

anti-HBs
anti-HBc
anti-HBe

Virus de la hepatitis B. Virus de doble cubierta, de 42 nm, conocido
originalmente con el nombre de particula de Dane.

Antigeno superficial de la hepatitis B. Antigeno de la hepatitis B que
se encuentra en la superficie del virus y sobre las particulas esféricas
libres (de 22 nm) y las particulas tubulares.

Antfgeno central de la hepatitis B. Antigeno de la hepatitis B que se
encuentra en la parte central del virus.

Antigeno e, estrechamente asociado a la infeccién por hepatitis B.
Anticuerpo contra el antigeno superficial de la hepatitis B.
Anticuerpo contra el antigeno central de la hepatitis B.

Anticuerpo contra el antigeno e.

Subdeterminantes del antigeno superficial de la hepatitis B

El AgHBs

lleva un determinante comun a y varios subdeterminantes

principales codificados por el genoma del virus y no por el huésped.
Los subdeterminantes pueden ponerse de manifiesto por la proyeccion

de « puntas»

en la prueba de inmunodifusién con los reactivos adecua-

dos. Se han identificado ocho grupos distintos y dos grupos mixtos de
subtipos.“ Consisten en varias combinaciones de los subdeterminantes d,

Y, w, yr,y,

ademas, otras variantes que originalmente se describian

como relacionadas con el determinante comin a pero que es més exacto

designar com

o variantes de la especificidad w puesto que siempre se

comportan como alelos de r. Los 10 grupos son los siguientes :

aywl (ayyw)

adw2 (a;ldw)

ayw2 (astyw) adwd (agdw)
ayw3 (az3yw) adr

aywd (agyw) adyw

ayr adyr

Los subdeterminantes principales se comportan como si compren-
dieran dos grupos alélicos : d ¢ y, de una parte, y wl, w2, w3, w4, yr,

@ LE Bouvier, G. L. vy WiLLIaMS, A. American journal of the medical sciences,
270 : 165 (1975)."



de la otra. Sin embargo, es probable que estos sistemas no sean comple-
tamente independientes, puesto que sélo dos de las cuatro variantes w
(halladas con y) se han podido encontrar con d. Los dos grupos mixtos
de subtipos son raros y es posible que resulten de la mezcla fenotipica
o genotipica de determinantes en el curso de una infeccién simultinea
por virus asociados con més de un subtipo de AgHBs.

También se han descrito otras reactividades del antigeno superficial,
tales como q, x, f, t, j, n'y g, pero no se han efectuado todavia las nece-
sarias comparaciones serolégicas -entre estas reactividades.

Subdeterminantes del vantigeﬁo e de la hepatitis B |

'Se han identificado dos antigenos, que se designan AgHBe/l y
AgHBe/2. S ' '

2.3 Otros virus de la hepatitis

Se ha descubierto otra forma de hepatitis que es imposible distin-
guir clinicamente de la infeccién por virus de la hepatitis del tipo A o
del tipo B, pero que no guarda relacién antigénica con ninguno de los
dos tipos. En algunas zonas del mundo es actualmente la forma mas
comun de hepatitis postransfusional. Como no se dispone todavia de
analisis de laboratorio para identificar los agentes o los antigenos aso-
ciados con esta nueva forma de hepatitis, seria prematuro proponer un
término especial para designarla. S ;

3. DATOS CLINICOS Y DE'LABORATORIO

Aunque el analisis de un gran nlimero de casos pone de manifiesto
la existencia de diferencias entre los sindromes clinicos de la hepatitis
virica de tipo A y la de tipo B, no es posible basarse en estas diferencias
para establecer el diagnéstico individual de la ictericia.

Preceden con frecuencia a la hepatitis A sintomas no especificos como
fiebre, escalofrios, cefalalgias, cansancio, debilidad general, y dolores
localizados y generalizados. A los pocos dias se presentan anorexia,
nuseas, vomitos y dolores en el cuadrante superior derecho del abdomen,
seguidos casi inmediatamente por la aparicion de orina oscura y heces
claras, y de ictericia de la esclerética y de la piel. '

El prédromo de la hepatitis B es con frecuencia prolongado y mas
insidioso. Son caracteristicas prodrémicas comunes la febricula, las
artralgias y las erupciones cutineas, generalmente de tipo - urticarial.
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Las caracteristicas clinicas, harto conocidas, de la enfermedad
declarada son analogas para la hepatitis virica de tipo A y para la de
tipo B. También las pruebas de funcién hepatica dan resultados analogos
en los dos tipos, aunque las elevaciones de enzima sérica y bilirrubina
tienden a ser mas prolongadas en la hepatitis B. La mortalidad, que
parece anéloga en las dos enfermedades, es del orden del 1 : 500-1000,
con las importantes excepciones de la hepatitis B postransfusional y de
la hepatitis A durante el embarazo, para las cuales se han notificado
tasas de mortalidad mucho mas elevadas.

- Dada la dificultad de distinguir esas enfermedades por los datos
clinicos y bioquimicos, reviste gran importancia el descubrimiento de
pruebas seroldgicas especificas para el diagndstico de las infecciones con
virus de la hepatitis A y de la hepatitis B.

Como se ha dicho, se ha manifestado ltimamente una nueva forma
de hepatitis virica postransfusional que no guarda relacién antigénica
con la infeccién por virus de la hepatitis A o de la hepatitis B. No es facil
distinguir este sindrome de la hepatitis B por medios clinicos, incluido
el periodo de incubacién, ni por la duracién y el grado de la elevacién
de bilirrubina y transaminasa. Sin embargo, hay indicios de que en los
enfermos con este sindrome es menos probable que se presenten formas
de enfermedad grave aguda y fulminante con desenlace mortal que en
los enfermos con hepatitis B.

4. PROPIEDADES DEL VIRUS DE LA HEPATITIS A

. El virus de la hepatitis A (VHA) se ha identificado como un virus
pequefio (25-28 nm) con simetria ciibica.® Por su aspecto exterior, el
VHA es anélogo a los picornavirus que contienen ARN y a los parvo-
virus que contienen ADN. Se ha. detectado el VHA en las heces del
hombre, los chimpancés y los tities, en la bilis de los chimpancés, y
en el suero del hombre, de los chimpancés y de los tities con infeccién
aguda de hepatitis A. Aunque en varias muestras de heces obtenidas de
individuos infectados se han encontrado particulas viroides de otros
tamafios y con diferentes caracteristicas morfoldgicas, sélo las particulas
de unos 27 nm de tamafio parecen guardar una relacién seroldgica y
cronoldgica con la infeccion VHA. La microscopia electrénica ha per-
mitido detectar tanto particulas « llenas » — en las que el colorante no
penetra — como particulas « vacias », en las que el colorante penetra.

@ PURCELL, A. R. Y COLS. American Jjournal of the medical sciences, 270 : 61 (1975).
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Sin embargo, es imposible distinguir antigénicamente las dos variantes,
que se aglomeran cuando se las mezcla con suero que contenga anti-
cuerpo del virus. No se les ha encontrado envoltura virica y no se han
identificado sus elementos componentes.

En algunos estudios de alcance limitado se ha comprobado que el
VHA es relativamente resistente a la inactivacion por medio del éter,
por calentamiento a 60°C durante una hora y por tratamiento é4cido
a pH3, mientras que se inactiva con solucién de formaldehido (0,25 ml/l)
a 37°C durante 72 horas y con cloro (1 mg/l) durante 30 minutos. Los
detergentes no idnicos no alteran la morfologia ni destruyen la infectivi-
dad del virus, propiedades que también se mantienen después de la
conservacién a temperaturas de 4°C, —20°C o —70°C.

El VHA se divide en tres poblaciones de particulas distintas mediante
la técnica de la formacién de bandas en cloruro de cesio. Las densidades
medias de flotacién de estas poblaciones van desde 1,4 g/ml hasta
1,27 g/ml, con los principales méaximos en las densidades de aproxima-
damente 1,38-1,41 g/ml, 1,31-1,34 g/ml, y 1,24-1,25 g/ml. La mas
liviana de las tres poblaciones principales estd constituida al parecer por
particulas « vacias », probablemente deficientes en 4cido nucleico o
carentes de él. Los tamafios relativos de las diferentes poblaciones
varfan segin las muestras y los experimentos, pero en las heces predo-
minan las particulas pesadas y de densidad intermedia, mientras que
estas Gltimas son las que se encuentran principalmente en el higado,
el suero y la bilis. También en el higado y en la bilis se han hallado
particulas de baja densidad. Las poblaciones de las tres densidades son
imposibles de distinguir seroldgicamente, y la infectividad no se ha
localizado en una sola regién de la gradacién de densidades. Las parti-
culas pesadas son relativamente inestables en cloruro de cesio, y su
densidad de flotacién tiende a acercarse a 1,34 g/ml aproximadamente
después de repetidas operaciones de formacién de bandas. Sobre la
base de una densidad de 1,34 g/ml y de un tamafio de 27 nm, se ha
estimado para estas particulas un coeficiente de sedimentacion en saca-
rosa de 110S. :

No se ha podido estudiar a fondo la naturaleza bioquimica del VHA
porque es dificil obtener -particulas viricas. Sin embargo, se ha tratado
de determinar el tipo de acido nucleico de este virus estudiando sus
caracteristicas de tincién cuando se le expone al anaranjado de acridina.
Pese a que las cantidades de material disponible eran insuficientes para
que las pruebas fuesen decisivas, esos estudios hicieron pensar que el
acido nucleico del VHA puede ser el ribonucleico o el desoxirribonu-
cleico de una sola banda. Estos resultados, junto con el descubrimiento
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de particulas viroides en el citoplasma de hepatocitos obtenidos de
tities y chimpancés infectados experimentalmente con VHA, y la demos-
tracion de una banda principal de particulas con una densidad de
flotacién de 1,34 g/ml, han llevado a pensar que el VHA es un miembro
del subgrupo de enterovirus de los picornavirus. Sin embargo, la notable
termoestabilidad del VHA y la existencia de una multiplicidad de pobla-
ciones con diferentes densidades de flotacién, y de una, en particular,
con una densidad de 1,4 g/ml, hacen pensar que el VHA es similar a
los parvovirus. Antes de poder determinar si el VHA pertenece a una
de esas dos clases de virus pequefios y a cual de ellas, deberan llevarse
a cabo mas estudios sobre su 4cido nucleico y la composicién de sus
polipéptidos.

5. TECNICAS SEROLOGICAS PARA LA HEPATITIS A

Existen cuatro métodos para la titulacién del antigeno del virus de la
hepatitis A (antigeno del VHA) y del anticuerpo contra el VHA (anti-
VHA). Hasta el momento, estos métodos sélo se emplean en labora-
torios de investigacién, sobre todo por la dificultad de encontrar fuentes
adecuadas de antigeno.

5.1 Inmunomicroscopia electronica

Esta técnica consiste en visualizar mediante el microscopio electré-
nico la interaccién entre las particulas viricas y el anticuerpo especifico.
Mediante la inmunomicroscopia electrénica, un investigador experi-
mentado puede detectar bajas densidades, de hasta 10*-10° particulas
por mililitro, nivel de sensibilidad que es unas mil veces superior al de la
microscopia electrénica corriente.

La deteccion de particulas VHA mediante la inmunomicroscopia
electronica se consigue incubando suero especifico anti-VHA con un
filtrado de heces. Mediante ultracentrifugacién se concentran inmuno-
agregados de virus y anticuerpos y particulas aisladas revestidas de anti-
cuerpos, y se tifien negativamente con acido fosfotingstico. Cada casilla
se examina después en busca de particulas VHA tipicas a 40 000~
60 000 aumentos. Para cuantificar el anticuerpo, se mezcla un extracto de
heces que contenga particulas VHA con una muestra del suero problema.

Entre los problemas que plantea esta técnica figura la presencia en las
muestras fecales de una multitud de antigenos de particulas bacterianas,
de bacteritfagos, virales y de otros tipos, cuya diferenciacién resulta
dificil para el microscopista poco experto. Ademés, pueden hallarse
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presentes anticuerpos especificos- contra estos otros antigenos si se
emplean antisueros humanos para el analisis de heces en busca de VHA
mediante la inmunomicroscopia electrénica. Debe insistirse en que
este método sélo da resultados satisfactorios cuando lo emplea un
microscopista experlmentado

Otro problema es Ia localizacién de fuentes de reactivos: todavia
no es fécil disponer de grandes cantidades de particulas VHA, y la causa
principal es el hecho de que la evacuacion inicial de particulas por los
enfermos infectados precede con frecuencia al primer aumento detectable
de aminotransferasa de la alanina (EC 2.6.1.2) o a la aparicién de los
sintomas prodrémicos. La evacuacién méxima de particulas viricas se
produce poco después, antes de que aparezca la ictericia; una vez que
ésta se manifiesta, la evacuacién de particulas desciende bruscamente.
Por esto apenas se encuentran ya particulas VHA, si se encuentran,
en los extractos fecales obtenidos en la fase en que la mayoria de los
enfermos pasan a ser atendidos por un médico. .

La técnica de la inmunomicroscopia electrénica, pese a que resulta
incémoda y exige mucho tiempo, ha sido insustituible para la identifi-
cacion de preparaciones fecales de primates, humanos o no, ricas en
VHA. ' ’ ‘

5.2 Fijacién del complemento y hemaglutinacion por inmunoadherencia

Pronto se comprobaron las limitaciones practicas de la inmunomi-
croscopia electrénica y se vio la necesidad de un método cuantitativo
rapido y mas sensible, aplicable a gran ntimero de muestras. Empleando
extractos de higado obtenidos de tities Sagumus mystax infectados con
VHA, algunos investigadores perfeccionaron una prueba de fijacién del
complemento para diagndsticos especificos * y una prueba de hemaglu-
tinacién por inmunoadherencia ® para la deteccion de anti-VHA. La
hemaglutinacién por inmunoadherencia es una reaccién inmunolégica
especifica en la que microorganismos u otros antigenos unidos en forma
de complejo al anticuerpo. y al complemento se adhieren-a la membrana
superﬁc1a1 de eritrocitos de determinados primates. Son mediadores de
la reaccidn los cuatro primeros componentes del complemento, sobre
todo el C3 fijado. La hemaglutmamon por inmunoadherencia es una
técnica de facil ejecucién que, seglin los informes recibidos, para la

@ PROVOST, P.J. Y coLs. Proceedings of the Society for Expeiimental Biology and
Medicine, 148 : 962 (1975).

b MILLER, W. J. ¥ coLs. Proceedings of the Soc:ety for Expertmental Biology and
Medicine, 149 : 254 (1975).
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deteccion de anti-VHA es de 10 a 100 veces mas sensible que la fijacién
del complemento. En ocasiones, han surgido sin embargo problemas de
especificidad, y algunas preparaciones de antigenos no han dado buenos
resultados. En algunos casos, las dificultades pudieron atribuirse a falta
de pureza del antigeno o a su concentracién demasiado baja, o a la
hemdlisis provocada por preparaciones que contenian detergentes
empleados en el proceso de purificacién. La presencia de cloruro de
cesio en una concentracion por encima de 1,07 kg/l (1,07 g/ml) inhibe
la hemaglutinacién por inmunoadherencia.

5.3 YValoracion radioinmunolégica en fase sélida

En el procedimiento de la valoracién radioinmunolégica pueden
distinguirse tres fases: #) adsorcidn de los anticuerpos no marcados en
los pocillos de cloruro de polivinilo de una placa de microtitulacién ;
ii) extraccion del antigeno inmunoactivo por el correspondiente anti-
cuerpo, y iii) deteccién del antigeno fijado por combinacidon con el
anticuerpo especifico marcado. Los resultados de la prueba suelen
expresarse mediante un cociente positivo/negativo, que se determina
dividiendo los recuentos por minuto de la muestra examinada por los
recuentos medios por minuto de las muestras testigo negativas. Cualquier
alteracién de las condiciones de la prueba que reduzca los recuentos
no especificos de base en los pocillos de control negativos y estabilice
o favorezca simultdneamente la fijacién especifica se traducird en un
aumento considerable en el cociente positivo/negativo.

Cabe mejorar la sensibilidad de la valoracién radioinmunoldgica
aumentando la cantidad de anticuerpos adsorbidos en los pocillos de
microtitulacién. Estudios recientes han demostrado que la fijacién
de la IgG al cloruro de polivinilo depende de la concentracion inicial
del anticuerpo, del tiempo y de la temperatura, asi como de la calidad
de la proteina adsorbente. La dilucién de anticuerpos no marcados
con un diluente con proteinas (como, por ejemplo, una solucién amor-
tignadora de fosfato que contenga seralbumina bovina) reduce la adsor-
cién de anticuerpos, sobre todo cuando se emplean preparaciones de
IgG u otras inmunoglobulinas.

Para medir el anti-VHA puede emplearse también una prueba de
bloqueo,* que consiste, en esencia, en incubar con VHA purificado
pocillos de microtitulacién revestidos con una capa de anti-VHA ;
después se lavan los pocillos, y el liquido residual se retira. Se afiaden
diluciones decimales de los sueros problema y se prolonga la incubacion

‘@ PURCELL, R. H. Y coLs. Journal of immunology, 116 ; 349 (1976).
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durante toda la noche, a 4°C. Después de otra fase de lavado, se afiade
anti-VHA marcado. Una reduccion de un 40 % o mas de la radiactividad,
en comparacién con el suero testigo que no contiene anti-VHA, se
considera como prueba de la presencia de anti-VHA en la muestra.

Se ha descrito otro procedimiento de valoracién radioinmunold-
gica® para la medicion de anti-VHA en la que los pocillos de micro-
titulacion se revisten directamente con el suero que se analiza para
averiguar su contenido de anti-VHA. Después de la oportuna incubacién
con VHA purificado, se afiade anti-VHA marcado. Tras una nueva
incubacidn y un lavado se extraen los pocillos y se cuentan en un contador
de gamma. La muestra analizada se considera positiva en cuanto a
anti-VHA si los recuentos por minuto de la misma son mas del doble
de los recuentos medios por minuto de un juego de sueros testigo nega-
tivos analizados al mismo tiempo. Con este sistema se obtienen resul-
tados 6ptimos en cuanto a sensibilidad y especificidad empleando sueros
a una dilucién de 1 : 1000.

En contraste con la hemaglutinacién por inmunoadherencia, que
sélo permite detectar anti-VHA en los sueros obtenidos en la ultima
fase de la convalecencia, las otras tres técnicas — inmunomicroscopia
electrénica, fijacién del complemento y valoracidn radioinmunoldgica —
permiten detectar anti-VHA en sueros obtenidos durante la fase aguda
y la de convalecencia de la enfermedad. Es posible que ello se deba a la
mayor capacidad de estas tres pruebas para detectar la actividad espe-
cifica contra la IgM especifica del anti-VHA.

La técnica de fijacién del complemento es la menos sensible de las
cuatro que se emplean para la deteccién de anti-VHA. La inmuno-
microscopia electrénica y la valoracién radioinmunoldgica parecen ser
igualmente sensibles, mientras que la sensibilidad de la hemaglutinacién
por inmunoadherencia es intermedia entre la de estas dos Gltimas técni-
cas y la de la ﬁJac1on del complemento

6. LA HEPATITIS A EN MODELOS ANIMALES

.~ Como no se ha logrado encontrar un sistema de cultivo celular para
el estudio in vitro de la propagacion del VHA humana, se ha emprendido
la busqueda general de modelos animales que permitan estudiar la
patogénesis de la infeccién, obtener materiales para la caracterizacién
biofisica del agente infeccioso y preparar reactivos para pruebas serold-

¢ HOLLINGER, F. B. Y COLS. American journal of clinical pathology, 65 : 854 (1976).
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gicas. Hasta la fecha sélo se han revelado qtiles para este fin los primates
no humanos. En la mayoria de los estudios se han utilizado chimpancés
y tities de la especie Saguinus.*

Las técnicas seroldgicas ideadas para detectar el VHA y el anti-VHA
han permitido determinar la susceptibilidad de los chimpancés a la infec-
cién. Se ha observado, gracias a esas técnicas, que hasta el 90 % de los
chimpancés capturados en la naturaleza poseen anti-VHA, seglin se
desprende de las pruebas practicadas después de su importacién, y no
sirven, pues, para estudios de infectividad. Es mucho mas probable que
el chimpancé nacido en cautividad sea susceptible a la infeccién por
VHA. La administracién de VHA por via oral o intravenosa de chim-
pancés susceptibles les provoca sistematicamente hepatitis, acompafiada
de excrecién del virus en las heces durante el periodo de incubacién y el
comienzo de la fase aguda de la enfermedad.

El intervalo entre la inoculacién y el momento en que empieza a
elevarse la concentracion de enzimas séricas en las infecciones experi-
mentales tipicas oscila entre 15 y 30 dias. Aunque en los chimpancés no
aparece la ictericia, las caracteristicas histopatoldgicas observadas en
biopsias hepaticas obtenidas de esos animales durante la fase aguda de
la enfermedad son analogas a las que aparecen en el hombre. Ademas
de los VHA excretados en las heces, hay también particulas viroides
en la bilis y, segin se ha comprobado por inmunomicroscopia electrénica,
en el citoplasma de células hepaticas de chimpancé. En la evaluacién
radicinmunolégica y la hemaglutinacién por inmunoadherencia del
anti-VHA se han utilizado con éxito como reactivos suspensiones de
VHA extraido de heces de chimpancé y purificado.

En diversos estudios efectuados en varios laboratorios se ha confir-
mado la susceptibilidad del titf a la infeccién con VHA ,pero esa suscep-
tibilidad no es idéntica en las diferentes especies de tities ; S. mystax
es el mas uniformemente susceptible. Cuando se ha procedido al pase
en serie de la cepa MS-1 de VHA a S. mysrax han aparecido siempre
en los animales manifestaciones bioquimicas e histolégicas de hepatitis
y se han encontrado anti-VHA en el suero de convalecientes. Sin em-
bargo, no todos los animales contraen necesariamente la hepatitis ni
producen obligatoriamente anti-VHA en un grupo determinado de ino-
culaciones experimentales. El porcentaje de contagios puede oscilar
entre el 30 % y el 100 %. Estas conclusiones indican que para los en-
sayos de inoculacién experimental es preferible utilizar grupos de cinco
animales 0 ms. Ademads dela cepa MS-1, se ha ensayado ampliamente en

% DEINHARDT, F. Advances in virus research, 20 : 113 (1976).
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S. mystax la cepa CR-326 de Costa Rica. Las caracteristicas morfoldgicas
e inmunoldgicas de ambas cepas de VHA aisladas en tities infectados
experimentalmente son analogas. Por otra parte, unos estudios recientes
han revelado que el agente GB, aislado por vez primera en el curso de
unos estudios con tities, no guarda relacién con el VHA. Los tities que
presentan hepatitis tras la inoculacién con este germen no producen
anti-VHA y contraen una nueva hepatitis si se les inocula el VHA después
de Ia convalecencia.

El suministro de primates no humanos, en especial de tities, estd
boy dia severamente limitado. Estos primates son muy ftiles para las
investigaciones sobre hepatitis virica, por lo que hace falta aunque sélo
sea un pequefio nimero de animales criados en laboratorio. Se reconoce
que, antes de emprender un estudio sobre hepatitis con primates no
humanos, hay que tener debidamente en cuenta la necesidad de preservar
las especies: animales en cuestion. Conviene, siempre que sea posible,
criar colonias de chimpancés y de tities.

7. EPIDEMIOLOGIA DE LA HEPATITIS A Y MEDIOS
PARA COMBATIRLA -

Distribucion geogrdfica. En todas las regiones del mundo se registran
casos de hepatitis A, pero no es facil determinar su incidencia exacta,
por la variabilidad del cuadro clinico_ y de las actividades de vigilancia.
Se han notificado epidemias en muchos paises y la enfermedad parece
tener caricter endémico en numerosas zonas tropicales y subtropicales.

Distribucién por grupos de edad. En los paises desarrollados no escapa
a la infeccion ningln grupo de edad, pero el 50 % de los casos clinicos
corresponden a nifios menores de 15 afios. En las zonas tropicales y
subtropicales la infeccion se adquiere casi siempre con toda probabilidad
en la infancia y muchas veces es asintomaética.

Evolucién estacional. En las zonas templadas, la hepatitis A se
manifiesta por oleadas epidémicas con maximos cada 5 a 20 afios. En
algunas, pero-no en todas las zonas templadas, por ejemplo en los
paises escandinavos y los Estados Unidos de América, la enfermedad
tiene variaciones estacionales acusadas, con méiximos a fines del otofio
y comienzos del invierno 'y prevalencia escasa a mediados del verano.
En la India, la enfermedad tiende a coincidir con las grandes Iluvias.

La tendencia a largo plazo no esta clara, pero los datos obtenidos
en varios paises desarrollados indican que la incidencia de la hepatitis A
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va en disminucidn y que se va elevando la proporcién de casos corres-
pondiente a los adultos. Lo que no se sabe es si se trata de una tendencia
a largo plazo o de un mero descenso dentro del ciclo epidémico actual.

7.1 Modos de propagacion

Intestinal-oral

‘A falta de un importante reservorio de infeccién humano o animal,
es probable que el virus de la hepatitis A se mantenga mediante trans-
misiones directas en serie, probablemente por via intestinal-oral. La
enfermedad se transmite sobre todo cuando hay contacto estrecho,
como sucede en el hogar. El hacinamiento y la falta de higiene favorecen
la infeccidn, segin puede observarse en las instituciones para retrasados
mentales y durante las guerras.

En numerosas ocasiones se han comunicado epidemias de hepatitis A
transmitida por el agua, modo de difusién probablemente comin en
paises donde las normas de higiene y saneamiento son bajas. El mayor
brote registrado hasta la fecha, 29 300 casos, se produjo en Nueva Delhi
en diciembre de 1955 y enero de 1956 por la contaminacién de un impor-
tante canal de abastecimiento de agua con excrementos humanos.
Durante el periodo 1971-1974, se han registrado en los Estados Unidos
de América 13 brotes con un total de 351 enfermos como consecuencia
de la contaminacién de aguas privadas o destinadas a fines recreativos,
lo que representa el 0,2 % del niimero total de casos de hepatitis A y el
2 % de todas las infecciones transmitidas por el agua notificadas en ese
pais durante el mismo periodo.

. Hay constancia de numerosas epidemias transmitidas por los alimen-

tos y que se atribuyen a la manipulacién de alimentos por personas
infectadas que diseminan el virus durante el periodo de incubacién
de la: enfermedad. Cuando se procede a estudios epidemioldgicos dete-
nidos, suele ser posible determinar el origen del brote, por lo general
alimentos crudos o que han sufrido alguna manipulacién después de
cocinados. Esos brotes son realmente espectaculares, pero hay escasas
pruebas de que la transmisién por los alimentos o por el agua contribuya
decisivamente a la permanencia de la infeccién en los paises desarro-
llados.

Los mariscos criados en aguas contaminadas pueden transmitir la
hepatitis A. El modo de preparacion del marisco es importante : parece
que el virus se destruye al freir, pero no con la coccién al vapor, proba-
blemente porque las conchas se abren y el contenido se consume antes
de que.se hayan alcanzado temperaturas viricidas. Algunos brotes
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suscitan serias dudas sobre los programas de vigilancia en esta materia,
pues las aguas correspondientes satisfacian las normas nacionales en
vigor para la cria de mariscos.

Otros modos de propagacion

Se ha estudiado la posibilidad de que la hepatitis A se transmita por
via respiratoria, por la orina infectada y por contacto sexual, pero se
carece todavia de pruebas convincentes al respecto. Se ha demostrado
que el suero-que contiene VHA es infeccioso por inoculacién y se han
notificado algunos casos de hepatitis A transmitida por jeringuillas,
pero el que la enfermedad se transmita rara vez por transfusién indica
que la viremia raramente persiste.

No hay pruebas de que, cuando una embarazada contrae hepatitis A,
la transmita al feto, y la teoria de que la infeccidn materna durante el
embarazo puede provocar el sindrome de Down en el nifio no esta
confirmada. A diferencia de lo que sucede en otros paises, en la India
se ha observado una mortalidad elevada entre las mujeres que contraen
hepatitis durante los trimestres segundo o tercero del embarazo.

Las epidemias de hepatitis entre las personas que entran en contacto
con chimpancés y otros primates no humanos capturados en la selva,
y la deteccién de anti-VHA en una gran proporcion de esos animales,
han hecho pensar en la posibilidad de que constituyan un reservorio
extrahumano de infeccion. También es posible que los animales se
infecten durante el periodo de cautividad que sigue a su captura y trans-
mitan después la enfermedad a sus guardianes.

Actualmente los laboratorios disponen de pruebas espemﬁcas de
diagnoéstico de la infeccién por VHA basadas en la deteccion del virus
en las heces o en la elevacién de los titulos séricos de anti-VHA. En
casos espontdneos y experimentalmente provocados se ha confirmado
la infeccién por VHA en casi todas las situaciones epidemioldgicas en
que este virus estd .tipicamente implicado, es decir, la transmisién
de persona a persona, los brotes institucionales y las epidemias relacio-
nadas con la ingestiéon de alimentos, agua y mariscos contaminados.

Unos estudios seroepidemioldgicos recientemente efectuados en los
Estados Unidos de América han demostrado que la prevalencia del
anticuerpo aumenta con la edad y que existe una relacion con la clase
socioeconémica (Cuadro 1). En estudios preliminares con donantes
de sangre voluntarios se han observado diferencias acusadas en la preva-
lencia de anticuerpos segun los paises (Cuadro 2), lo que probablemente
corresponde a una diversidad de caracteristicas epidemioldgicas.
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CUADRO 1. PREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE LA
HEPATITIS A (ANTI-VHA) POR EDAD Y CLASE SOCIOECONOMICA ©

Clase socioeconémica

‘ Alta Media Baja Total
Edad
(anos) Nede %con N- de % con N-de % con N° de % con
sujetos anti- sujetos anti- sujetos anti- sujetos anti-
VHA VHA VHA VH

0-4 6 0 19 5 13 31 38 13

5-14 36 3 % 20 51 24 177 18
15-29 : 29 17 - 68 57 21 48 108 44
30-49 47 49 73 78 20 80 140 69
50 + 30 70° 23 83 22 77 75 76
Total 148 34 263 49 127 46 538 36

¢ Basado en datos inéditos de un estudio efectuado en Corpus Christi, TX, Estados Unidos
de América.

CUADRO 2. DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA EL VIRUS DE LA HEPATITIS A
(ANTI-VHA) EN DONANTES DE SANGRE VOLUNTARIOS DE DIVERSOS PAISES *

Pais Ne de Ne con % con
sujetos anti-VHA anti-VHA
Suiza 98 23 23,5
Estados Unidos de América 629 251 39,9
Senegal ‘ 102° 76 745
Bélgica 133 116 87,2
China (provincia de Taiwén) 93 82 88,2
Israel 112 105 93,8
Yugoslavia 100 97 97,0

¢ Basado en datos inéditos.
? Pacientes que ingresaron en el hospital con enfermedades no hepéticas.

7.2 Medidas de lucha

La transmision de la hepatitis A por el paciente disminuye si se toman
precauciones adecuadas, como una buena higiene personal, la evacuacion
higiénica de excretas, y la esterilizaciéon de los utensilios de comida
y de la ropa de vestir y de cama que haya utilizado el enfermo.

La administracién intramuscular de una mezcla de inmunoglobulinas
humanas normales (solucién al 16 % en dosis de 0,02-0,12 ml/kg de
peso) antes de la exposicidn al virus o al comienzo del periodo de incu-

" bacidn evita o atentia las manifestaciones clinicas, sin prevenir la infec-
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cién en todos los casos: puede- producirse una hepatitis asintomatica
o subclinica, seguida a veces de una inmunidad pas1vo -activa que puede
conferir una proteccién prolongada.

Se ha demostrado repetidas veces la utilidad de la inmunoglobulina
para combatir los brotes de infeccion en lugares como los jardines de
infancia, pero se ha expresado la opinién de que el empleo de la inmuno-
globulina en gran escala es desaconsejable por tres razones: i) los indi-
viduos con formas asintomaticas o anictéricas no diagnosticadas pueden
diseminar el virus en la colectividad, ii) esta practica resulta antiecond-
mica, y iii) las inyecciones repetidas de mmunoglobulma pueden tener
inconvenientes, por ejemplo, en el caso de nifios sanos.

Los métodos recientemente ideados para la titulacion de anti-VHA
permiten determinar cuantitativamente los anticuerpos especificos en la
mezcla de inmunoglobulinas. Convendrd que, tan pronto como se
disponga facilmente de reactivos adecuados, se proceda a la titulacién
de anti-VHA en todos los lotes de inmunoglobulina y que se fomenten
los estudios encaminados a establecer una correlacién entre la concen-
tracién de anticuerpos y la-actividad protectora..

8. PROPIEDADES DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B

Las particulas circulantes asociadas con el virus de la hepatitis
B (VHB) pertenecen, por lo menos, a tres categorias morfolégicas
distintas: i) pequefias particulas esféricas pleomorficas con un didmetro
medio de 22 nm; i) formas tubulares de longitud y forma variables ;
y iii) el VHB propiamente dicho : una particula grande (42 nm), esferoide
y de doble cubierta: Estas Gltimas particulas pueden estar llenas, parcial-
mente vacias o vacias, y separarse en una parte central y una cubierta
exterior.

8.1 Antigeno superficial de la hepatitis B

La presencia de distintos determinantes antigénicos superficiales en
las estructuras de particulas asociadas con el VHB ha facilitado la sepa-
racion del antigeno superficial (AgHBs) de las proteinas séricas normales
para el analisis inmunoquimico. La naturaleza lipoproteinica del anti-
geno superficial permite su separacién parcial de las proteinas normales
del suero merced a su densidad flotante caracteristica. Se observa
actividad antigénica a una densidad situada dentro de la gama que
delimita una de las dos principales subclases de lipoproteinas séricas de
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alta densidad (HDL, : 1,08-1,21 g/ml). La densidad flotante exacta del
AgHBs varia segin el suero ensayado y seglin la sustancia quimica utili-
zada para formar el gradiente de densidad. La centrifugacion del suero
en cloruro amortiguado de cesio permite separar el antigeno superficial a
una densidad media de 1,20 g/ml. Aunque las formas tubulares estin
presentes en la misma fraccion, en esta densidad sélo se encuentran
algunas de las particulas del VHB vacias o parcialmente llenas. Las
particulas llenas o parcialmente llenas del VHB se recuperan a la densidad
ligeramente superior de 1,25 g/ml tras centrifugacién de equilibrio en
cloruro de cesio. C

-Las particulas pequefias purificadas de 22 nm, que forman el grueso
de la masa antigénica superficial en casi todos los sueros, forman las
preparaciones mas frecuentemente utilizadas en los estudios seroldgicos
y bioquimicos. Las tres principales formas morfolégicas pueden fraccio-
narse por centrifugacién de zona ; las particulas pequefias de sedimen-
tacion relativamente lenta tienen un coeficiente medio de sedimentacién
(en agua a 20°C) del orden de 33-54 S. Se ha observado que el
coeficiente de difusién de las particulas pequefias en el ultracentri-
fugado analitico es de 2,278 X 1077 cm?/s. Este valor es compatible con
un peso molecular estimado de 2,4x10%, lo que concuerda perfecta-
mente con otra estimacion de 2,5 10° fundada en la prueba de filtra-
cién en gel. :

Hasta el 30 % del peso total de las particulas pequefias purificadas
puede deberse a su contenido lipidico. El anilisis de un extracto con
cloroformo-metanol por cromatografia en capa fina en gel de silice ha
revelado sobre todo la presencia de lipidos polares, asi como de colesterol
y de pequefias cantidades de lipidos no polares. Los principales fosfo-
lipidos presentes eran la fosfatidilcolina, la esfingomielina y la liso-
fosfatidilcolina. Estaba ausente en particular la fosfatidilserina, y en un
estudio no pudo detectarse la fosfatidiletanolamina.

La fraccién proteinica de las particulas que tienen AgHBs ha sido
objeto de numerosos anilisis. El examen por espectroscopia de absorcién
en rayos ultravioleta de las particulas esféricas pequefias purificadas ha
revelado un espectro de absorcion tipico de las proteinas. El contenido
considerable de triptéfano (14 % aproximadamente) puede ser causa de
la absorbencia un tanto elevada de 37,26 (a 280 mn en solucién al 1 %),
aunque se han notificado otros valores del orden del 25-30. E1 AgHBs es
también rico en aminodcidos hidrofobicos, particularmente leucina.
Los estudios por dispersién rotatoria éptica y dicroismo circular indican
que del 70 % al 80 % del contenido proteinico total estd en forma de
o hélice. Las lipoproteinas séricas de baja densidad y los bacteriéfagos
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filamentosos tienen un contenido igualmente elevado de a hélice, pero
la proporcién en otros virus es del 10 % al 25 %. Conviene sefialar
que la prolina, que constituye del 11,3 % al 13,6 % del total de los
aminoacidos presentes en el AgHBs, no participa en la formacién en
o hélice.

La composicién polipéptida del antigeno superﬁc1a1 ha sido objeto de
numerosos analisis. Inicialmente se describieron dos especies principales
de polipéptidos, con pesos moleculares medios de 25000 y 30 000.
Otros componentes de peso molecular més elevado estaban presentes en
cantidades variables en ciertas fases del proceso de purificacién ; se dio
por sentado que se trataba de proteinas séricas contaminantes, con una
posible funcién estabilizadora en la preservacién de la actividad anti-
génica, pero en estudios ulteriores se demostré que en el AgHBs existian
simultaneamente componentes polipéptidos de mayores y menores dimen-
siones. Se han comunicado diferencias reproducibles entre las composi-
ciones polipépticas de los subtipos ad y ay del AgHBs ; en el material
ay ademas hay otros componentes de menor importancia.

Sin embargo, en otro estudio no se observé diferencia cualitativa
fundamental entre las proteinas de esos subtipos. En tres polipéptidos
por lo menos se ha observado la tincién del 4cido peryddico y reactivo de
Schiff de los geles de acrilamida, lo que indica la presencia de una fraccion
carbohidrato. Ademas, se han extraido dos glucoesfingolipidos que son
estructuralmente analogos a los fucosilglucolipidos o glucolipidos del
grupo sanguineo.

Hay poca informacién sobre la estructura cuaternana de las parti-
culas del AgHBs y sobre su importancia para la conservaciéon de la
integridad antigénica.

Los estudios que comprenden el tratamiento del AgHBs purificado
con disolventes orgénicos y reactivos disociantes han revelado que la
actividad antigénica se mantiene considerablemente estable en presencia
de compuestos que favorecen la desnaturalizacion, en particular el éter
dietilico, la cloroformo-urea en proporcioén de 1 : 1, el sulfato dodecilico
de sodio y varias enzimas proteohtlcas Sin embargo el tratamiento
con etanol y butanol provocd una pérdida total de la reactividad anti-
génica. También se ha demostrado que el AgHBs permanece estable
tras incubacion en-pH 4cido durante varias horas. El tratamiento por
dilucién al quinto con 0,02x HCI (pH 2.3) y 0,02 % de pepsina produjo
un antigeno exento de proteinas séricas normales. Esta preparacion
se revel adecuada para la inmunizacién de cobayos y conejos. Se observé
también que el tratamiento previo con sulfato dodecilico de sodio o
éter dietilico aumentaba la susceptibilidad del antigeno a las enzimas

24



proteoliticas. Cabe, pues, que los lipidos superficiales ejerzan un efecto
protector sobre los determinantes antigénicos compuestos fundamental-
mente de proteinas. ' '

La reduccion de los enlaces disulfuros provoca la pérdida total de
reactividad del AgHBs, aunque puede recuperarse una considerable
actividad antigénica mediante la alquilacién de grupos sulfhidrilos libres
con yodoacetamida. Se han utilizado las técnicas de inmunodifusién
¢ inhibicién de la hemaglutinacién para identificar los componentes del
antigeno sensibles y los resistentes a la reduccién. El determinante de
grupo a quedd destruido por la exposicion al ditiotreitol en concentra-
ciones inferiores a 0,01 mol/l. A concentraciones superiores -se mani-
festd en las mismas particulas del antigeno una actividad antigénica
resistente a la reduccion y sin relacién alguna con los subdeterminantes d,
Y, W, y r.

La reactividad del AgHBs es termoestable ; la actividad antigénica
del antigeno purificado se conserva integra después de calentar durante
10 horas a 60°C, pero el calentamiento durante 5 minutos a 100°C
elimina completamente su afinidad por el anticuerpo. Se ha observado
una pérdida total de actividad antigénica tras la incubacién del AgHBs
durante 60 minutos a 85°C. También se ha demostrado que el deter-
minante comun a es estable a los 60°C durante periodos de hasta
21 horas.

La estabilidad del antigeno superficial a temperaturas altas y su
resistencia a la digestidén por la proteasa indican la presencia de carbo-
hidratos. También indica la presencia de carbohidratos, asi como de
lipidos y de proteinas, la precipitacion del antigeno radiomarcado por
concanavalina A y la positividad de la reaccion a la antrona. Se ha
pensado en la posibilidad de que los carbohidratos contribuyan al
mantenimiento de la actividad serologica del AgHBs. Tras el trata-
miento con peryodato de sodio (0,1 mol/l) durante 4 horas a 37°C, la
actividad serolégica de las particulas del antigeno superficial purificado
se redujo en un 90 %. En las mismas preparaciones se descubrid, por
el método del 4cido fenolsulfurico, que la proporcién-de carbohidratos
era importante en relacion con las proteinas. Se ha estimado que los
carbohidratos constituyen del 3,6 % al 6,5 % del total y hay pruebas
de que al menos una parte de la fraccién carbohidrato estd en forma
de glucolipido. Queda, sin embargo, por determinar si el carbohidrato
contribuye a preservar la integridad estructural de los puntos antigénicos
contiguos o tiene una especificidad hapténica nueva.

Se han hecho recientemente varios intentos por provocar la formacion
en animales de -antisueros especificos frente a polipéptidos individuales
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separados del antigeno superficial por electroforesis en gel de acrilamida
en presencia de sulfato dodecilico de sodio. Hubo tres glucopéptidos de
peso molecular 19 000, 24 000 y 27 000, respectivamente, y 2 polipép-
tidos aglucosilados de mayor tamafio que no provocaron formacién
de anticuerpos en cobayos. Los polipéptidos no glucosilados derivados
de los subtipos adw y ayw provocaron la formacién de unos anticuerpos
que dieron reaccion cruzada en un ensayo por radioinmunoprecipitacion
con particulas intactas del antigeno superficial. Se considerd, pues, que
esos polipéptidos contenian por lo menos el determinante a especifico
de grupo. El glucopéptido de peso molecular 24 000 provocé anticuerpos
que reaccionaban sélo con el subtipo homdlogo del antigeno. Otros
estudios sobre esos polipéptidos revelaron una reaccién inmunitaria
de mediacién celular con los componentes de peso molecular 24 000
y 40000. Las células del exudado peritoneal de cobayos inoculados con
el polipéptido de peso molecular 40 000 mostraron una reaccion apre-
ciable cuando entraron en contacto con particulas intactas homdlogas
y heterdlogas del AgHBs. Las células del exudado de animales inmuni-
zados con el glucopéptido de peso molecular 24 000 derivado del anti-
geno del subtipo adw reaccionaron al antigeno homdlogo intacto y a
sus componentes de peso molecular 24 000 y 40 000. Sin embargo, la
reaccion de esos animales al antigeno superficial ayw fue escasa. En otro
estudio, se observo que los inmunosueros de siete polipéptidos obtenidos
por electroforesis en gel de acrilamida y sulfato dodecilico de sodio
del antigeno superficial con los determinantes adw reaccionaban con
hematies revestidos de adw y ayw en la prueba de hemaglutinacion
pasiva, lo que indica que cada uno de los siete polipéptidos posefa por lo
menos un determinante comun especifico de grupo. Los experimentos
de inhibicién por competencia con particulas adw intactas como antigeno
competitivo revelaron curvas paralelas en los antisueros. El desplaza-
miento de la porcién lineal de la curva de inhibicién reflejaba una dife-
rencia en la afinidad de fijacién de esos antisueros por la particula
intacta del AgHBs. En otros ensayos de caracterizacion fundados en la
prueba de hemaglutinacion pasiva para analizar el subtipo del anti-
cuerpo, se observé que cada polipéptido estimulaba la formacién de
anticuerpos especificos de subtipo y especificos de grupo.

Aunque no se pudo demostrar que las preparaciones de AgHBs
utilizadas en esos estudios contuvieran la proteina del suero humano
normal, en cobayos inmunizados con suero humano normal se produjo
una respuesta inmunitaria de mediacion celular positiva al procederse
a la inoculacién de prueba con el glucopéptido de peso molecular
24 000 antes mencionado. Ello indica que este glucopéptido contiene por
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lo menos un determinante antigénico relacionado con ciertos consti-
tuyentes del suero humano normal.

Se ha sugerido que las particulas del AgHBs pueden contener peque-
fias cantidades de componentes del suero normal o que estos ultimos
pueden ser contaminantes de las preparaciones purificadas de AgHBs. Se
ha comunicado recientemente que el antigeno superficial quedaba espe-
cificamente adsorbido en columnas inmunoadsorbentes que contenian
inmunoglobulinas de carnero anti-plasma antihumano enlazadas en
forma covalente con Sepharose 4B. El tratamiento previo del antigeno
superficial purificado con proteasas y detergentes no iénicos, en presencia
0 en ausencia de éter dietilico, no impedia la adsorcién del antigeno en
columnas que contenian antisueros contra la prealbtimina, la albiimina,
las apolipoproteinas C y D, y la cadena vy de la IgG, lo que indica que los
determinantes antigénicos relacionados con las proteinas del huésped
pueden estar asociadas con el AgHBs. La reduccién y la alquilacién de
las preparaciones suprimi6 la reactividad del antigeno superficial, pero
no impidié su adsorcién, lo que indica que los determinantes asociados
al AgHBs y relacionados con las proteinas plasmaticas son diferentes
de los determinantes especificos de grupo y de subtipo del antigeno super-
ficial. También se ha observado la presencia de otros determinantes
antigénicos en estrecha relacién con particulas de AgHBs. Se ha demos-
trado por inmunoprecipitacién la escasa afinidad de los antisueros
respecto de una serie de componentes del suero humano normal. Esos
determinantes no quedaban liberados por la exposicién a 4cido, al
Tween 80, o al éter, pero se suprimian con la exposicion del antigeno
superficial a la tripsina o a la bromelaina en condiciones que, de lo
contrario, habrian preservado la estructura de las particulas de pequefias
dimensiones. Conviene sefialar que el grado de pureza de esas prepara-
ciones varfa segun los laboratorios.

8.2 Antigeno central de la hepatitis B

Las particulas del VHB se componen de una parte central de 27 nm
de didmetro aproximadamente con una cubierta de 2 nm de espesor
y un revestimiento exterior de unos 7 nm de espesor. Tratando esas
particulas con detergente se separan una cubierta exterior de AgHBs y
un componente interior de unos 27 nm de didmetro. El anticuerpo del
suero de convalecientes de hepatitis B reacciona con la parte central y
produce inmunoagregados diferentes, sin participacién de las otras
formas morfoldgicas del antigeno de la hepatitis B. Se han encontrado
particulas centrales andlogas en muestras homogeneizadas de higado
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obtenidas por autopsia de pacientes con hepatitis crénica y de chimpancés
experimentalmente infectados, y se han podido observar también por
microscopia electrénica en corte fino en piezas de biopsias hepaticas
de pacientes con hepatopatias crénicas asociadas con el AgHBs.

Se ha podido establecer una estrecha relacién entre el antigeno
central de la hepatitis B (AgHBc) y las particulas de VHB de las que se
han separado por centrifugacién de equilibrio las formas tubulares y
esféricas de pequefias dimensiones del antigeno superficial. La densidad
flotante de la parte central puede calcularse tras la eliminacién de la
cobertura superficial exterior por tratamiento con detergentes no idnicos,
aunque el valor exacto puede variar segiin lo completa que sea la supre-
sién del antigeno superficial. Después del tratamiento de las particulas
de VHB con Nonidet P40 al 1 %, se han recuperado las particulas cen-
trales a una densidad de 1,31 g/ml. Las partes centrales parecen quedar
agregadas por pequeiias moléculas proteinicas; se considera que estas
moléculas son el anticuerpo central o una proteina « matriz» situada
entre el antigeno central y el antigeno superficial, y que no elimina el deter-
gente no idnico. En otro estudio,el AgHBc se separé a una densidad
analoga, pero seguia conteniendo indicios de antigeno superficial, en con-
traste con una segunda poblacién, mas pesada, de densidad 1,35-1,36
g/ml, que no contenia antigeno superficial detectable. En este contexto
conviene sefialar que las particulas reactivas del AgHBc extraidas del
higado humano infectado tenian una densidad flotante de 1,30 g/ml.
En una investigacién analoga de particulas obtenidas del higado de un
chimpancé experimentalmente infectado, se observé actividad del AgHBc
en fracciones con densidades de 1,30 a 1,33 g/ml.

Varios estudios indican que la parte central tiene simetria icosaédrica.
El tratamiento de las particulas de VHB con Tween 80 liberd una estruc-
tura consistente en una cubierta exterior que poseia unidades de tipo
capsémero de 4 nm de didmetro aproximadamente. Esta observacion
es compatible con la demostracién por microscopia electrénica en rota-
cién Sptica de una simetria icosaédrica de la parte central. El examen
por microscopia electrénica de particulas purificadas del higado de un
chimpancé experimentalmente infectado también ha revelado que la
estructura de esas particulas parece organizarse con arreglo a los princi-
pios de la simetria icosaédrica.

La actividad ADN-polimerasica dependiente del ADN y asoc1ada con
el AgHBc guarda una estrecha relacién con el molde de ADN del VHB.
En todas las preparaciones examinadas, elegidas por la elevada propor-
cién de particulas que contenian VHB, se observé una tasa moderada
de incorporacién de 3H-TTP en un producto insoluble en acido durante
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6 horas de incubacién a 37°C. No hizo falta molde exégeno. Los iones
de magnesio estimulaban la reaccién, cuyo pH 6ptimo era de 7,7. La
inclusion del detergente Nonidet P40 aumentaba considerablemente la
tasa de incorporacién de ®H-TTP. El producto quedaba firmemente
fijado a la parte central, como se pudo demostrar por la precipitacién
especifica del producto marcado por el anticuerpo central. El trata-
miento con detergente parece, pues, necesario para la activacion de la
reaccion polimerasica mediante la supresién del revestimiento exterior
del antigeno superficial de la particula del VHB. La exposicion del
antigeno superficial durante esta reaccién produce un material marcado
que puede utilizarse para la deteccion del anticuerpo central con métodos
radioinmunoldgicos. Los estudios de centrifugacion han demostrado que
la sustancia radiomarcada se sedimenta junto con una fraccién de los
componentes centrales liberados que tiene un coeficiente de sedimenta-
cién rapido de 1108S. :

La naturaleza del producto siguié investigindose después de la
extraccion con fenol de partes centrales tratadas con sulfato dodecilico
de sodio y mercaptoetanol. Se recuperé en fase acuosa el 20 % aproxi-
madamente del producto de marcado precipitable en acido, que, segiin
se descubrid ulteriormente, posee una densidad flotante tipica del ADN,
con formacién de bandas a 1,71 g/ml. Revela que este material tiene
dos cadenas su resistencia a la degradacién por una nucleasa mono-
catenar (S;) y la demostracién de que su coeficiente de sedimentacion,
que es de 158, permanece invariable con una gran variedad de concen-
traciones salinas.

La imposibilidad de inhibir la sintesis d¢ ADN en su totalidad con
desoxirribonucleasa o ribonucleasa ha obligado a fragmentar las partes
centrales purificadas para poder caracterizar el molde endégeno. Se ha
aislado ADN de doble cadena de las particulas circulantes de VHB y de
particulas muy parecidas a las partes centrales obtenidas del nucleo de
hepatocitos infectados. Las particulas centrales aisladas del plasma se
concentraron mas de mil veces antes de activarse la reacciéon polimerasica
y fragmentarse con sulfato dodecilico de sodio. Se examind con el
microscopio electrénico de proyeccion de sombras el ADN extra-
particular expuesto y se descubrié que se componia de moléculas cir-
culares de acido nucleico con una circunferencia media de 0,79 +
+ 0,09 pm. No se observaron estructuras aisladas tras la exposicién de
este material a una solucién de formamida al 40 %, lo que confirmé su
caracter bicatenar. El hecho de que la omision de la reaccién polimera-
sica no modificase estos resultados indicaba que la forma circular de
doble cadena no era un producto de la reaccién polimerasica ni quedaba
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modificada por ésta. En ningln caso se observaron estructuras super-
espirales. La desnaturalizacién térmica revelé un contenido G + C
de 48 %—49 %, valor algo inferior al de 56 % aproximadamente que se
obtuvo en otro estudio en el que encontr6 ADN bicatenar analogo
en particulas centrales obtenidas del niicleo de hepatocitos humanos
infectados. Més recientemente se ha confirmado que la estructura de
ADN 158 aislada en las particulas del VHB presentes en el suero es
circular. Sin embargo, la fragmentacién con la endonucleasa R. Hae III
limitante, tanto antes como después de la replicacion in vitro del ADN,
indica la existencia de defectos monocatenares que suman del 10 % al
20 % de la longitud total de la molécula. Estas regiones de una sola
cadena pueden haber contribuido a la gran variedad de longitudes
moleculares observada en un estudio anterior en microscopio electro-
nico, pues la longitud de las moléculas de AND monocatenares depende
mucho de las condiciones idénicas. En ese estudio, la reaccién polime-
rasica endégena parecia reparar los defectos monocatenares del ADN
bicatenar circular. Ademads, la capacidad de una polimerasa obtenida
del virus de la mieloblastosis aviar para sintetizar un producto del ADN
indica que la especificidad observada en la reccién enddgena reside en el
molde ADN y no en la polimerasa del ADN asociada con el AgHBc.
Esta polimerasa puede en realidad proceder del huésped. Confirma esta
posibilidad el descubrimiento de que no puede detectarse esta clase de
actividad enzimatica en las particulas centrales presentes en los niicleos
de hepatocitos infectados, lo que indica que puede adquirirse durante el
paso de las particulas centrales por el citoplasma del hepatocito.

Se ha propuesto recientemente un modelo de replicacién que no
requiere un desencadenante exdgeno. Se observaron circulos abiertos
de doble cadena por microscopia electrénica de particulas del VHB
tratadas con detergentes, obtenidas por centrifugacién de varios litros
de plasma que contenia antigeno. Estas estructuras surgen probable-
mente a causa de un « corte » en una de las dos cadenas que permite
el alargamiento de la cadena a partir del nucleétido terminal expuesto
de 3’-hidroxilo. Cabria esperar que este modo- de replicacién del acido
nucleico en «circulo giratorio» produjese cadenas lineales cortas
unidas a las formas circulares y que esas estructuras apareciesen en
preparaciones donde la reacciéon polimerasica se hubiera producido
antes de la extraccion del acido nucleico. El peso molecular del ADN
extraido hasta la fecha de la parte central del virus no es superior a
2,3x10% y parece improbable que este ADN codifique toda la infor-
macién necesaria para la replicacién intracelular del virus y para la
expresion de los distintos determinantes antigénicos.
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9. TECNICAS SEROLOGICAS PARA LA HEPATITIS B

Hay diversos métodos serolégicos para descubrir los antigenos y
anticuerpos asociados a la infeccién por el VHB. Las principales aplica-
ciones practicas de esas técnicas son : a) establecer el diagnostico de la
hepatitis virica del tipo B ; b) estudiar la epidemiologia de la hepatitis B ;
c) evaluar la inmunizacién pasiva y activa para prevenir la hepatitis B,
y d) identificar a los donantes de sangre y plasma que sean porta-
dores.

En las secciones que siguen, se considera la cuestion de qué técnicas
son las que mejor se prestan a las diversas aplicaciones practicas y de
investigacion, con arreglo a su sensibilidad, especificidad, y sencillez.
Se prescinde aqui de algunos procedimientos que vienen utilizandose
desde hace afios, por haberse ya examinado detalladamente en un
informe anterior.*

En el Cuadro 3 se resumen las técnicas seroldgicas de que hoy se
dispone para la deteccién de los diversos antigenos y anticuerpos de la
hepatitis B, y se indica la sensibilidad relativa de esas técnicas.

9.1 Antigeno y anticuerpos superficiales de la hepatitis B

Es corriente que los enfermos que padecen hepatitis aguda del tipo B
muestren AgHBs en la sangre por un tiempo que oscila entre unos dias
y varios meses. El intervalo entre la exposicién y la aparicién de AgHBs
detectable en el suero guarda relacidn -con el titulo de infectividad del
inéculo ; ese intervalo puede ser tan corto que apenas llegue a 2 6 3 sema-
nas con inéculos de muy alto titulo, y tan largo que rebase los 3 6 4 meses
con indculos de baja titulacién. A los pocos dias o semanas de la apari-
cion inicial del AgHBs las pruebas de funcién hepatica empiezan a dar
resultados anormales y se observan sintomas y signos clinicos, a menudo
cerca del momento en que la concentracion de AgHBs llega a su maximo.
Casi siempre, la desaparicion del AgHBs y la subsiguiente aparicion
de los anti-HBs revelan el restablecimiento del enfermo y el desarrollo
de la inmunidad a la reinfeccién. Sin embargo, en un porcentaje de
adultos con hepatitis B que oscila entre el 5% y el 10 %, la infeccion
por VHB persiste y el AgHBs se sigue observando durante muchos
meses O afios.

El AgHBs fue identificado por primera vez gracias a la técnica de
inmunodifusién. Este procedimiento es sencillo, barato y especifico,

2 OMS, Serie de Informes Técnicos, N° 512, 1973, pags. 23-28.
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CUADRO 3. TECNICAS SEROLOGICAS DE DETECCION DE LOS ANTIGENOS
Y ANTICUERPOS DE LA HEPATITIS B

_ Sensibilidad relativa para la deteccién de : @

Técnica AgHB
AgHBs  Anti-HBs AgHBc Anti-HBc 290t

Inmunodifusién en gel de agar + + S+
Inmunoelectroforesis en :

contracorriente ++ ++ + +
Fijacién del complemento ++ ++ + +
Reoforesis ' ++ ++ + + +
Aglutinacién pasiva invertida ‘ '

con latex ++
Hemaglutinacién pasiva ++ 0 +4++
Hemaglutinacién por Inmuno- ’ ’

adherencia +++ ++ ++ +++
Inmunomicroscopia electrénica +++ +++ ++ +4
Microscopia por inmuno- .

fluorescencia ) ++ o+ ++ ++

Hemaglutinacién pasiva invertida +4++ ‘
Valoracion radioinmunoldgica

en fase sélida ik S L L L
Radioinmunoprecipitacion Tttt A+t BT RERS
Valoracién Inmunolégica por

enzimas oAt

e Gradacién calculada desde la técnica menos sensible (+) hasta la més sensible
(++++). Estos grados no revelan en modo alguno la especificidad relativa de las técnicas.

¥ AgHBs descubierto por:inhi,biciénrde la hemaglutinacién pasiva.

pero lento y poco sensible. Ha sido especialmente 1til para identificar
los principales subtipos antigénicos (adw, ayw, adr, y ayr) y para el
ulterior andlisis antigénico del AgHBs. Ademas, por su escasa sensibi-
lidad, el método de inmunodifusién puede ser util para los anlisis
sistematicos- de sueros, con el fin de seleccionar aquellos que por sus
titulos elevados de anti-HBs, podrian ser valiosos para la produccwn
de reactivos e inmunoglobulinas.

Las técnicas de inmunoelectroforesis en contracorriente, fijacién del
complemento, reoforesis y aglutinacién pasiva invertida con latex
pueden utilizarse también para detectar el AgHBs. Son de 2 a 10 veces
mis sensibles que la inmunodifusién y mucho méas rapidas, pues su
practica requiere entre unos minutos y pocas horas. Obsérvese, no
obstante, que todos estos métodos, con la posible excepcién de la inmu-
nodifusién y la reoforesis, dardn probablemente una proporcién consi-
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derable de resultados falsamente positivos si se utilizan para el ensayo
sistematico de gran numero de muestras.

La inmunomicroscopia electrénica y la microscopia por inmuno-
fluorescencia son métodos muy especializados para detectar el AgHBs,
y sus aplicaciones se refieren predominantemente a la investigacion.
La microscopia por inmunofluorescencia es particularmente valiosa
para estudiar el AgHBs en tejido hepatico, donde se le halla en el cito-
plasma de los hepatocitos infectados.

Los métodos mas sensibles para detectar el AgHBs y los anti-HBs
son la radioinmunovaloracién, incluida la de fase sélida, y la radio-
inmunoprecipitacion. Ambos tipos de radioinmunovaloracién difieren
primordialmente en las técnicas empleadas para separar los reactivos
radiomarcados libres de los ligados. La gran sensibilidad y objetividad
de estos métodos tienden a reducir al minimo el nimero de resultados
falsamente negativos. Aunque los resultados no especificos falsamente
positivos plantearon problemas cuando empezaban a utilizarse las
técnicas de radioinmunovaloracién, estas dificultades parecen haber
quedado allanadas en gran parte. Sin embargo, y por la necesidad de
garantizar la especifidad de las reacciones obtenidas con esas técnicas
tan sensibles, suele considerarse esencial confirmar que las reacciones
son especificas mediante la neutralizacién o el bloqueo, segin convenga,
con anti-HBs o con AgHBs.

La valoracién por inmunoabsorcién enzimatica ha sido adaptada
a la deteccion del AgHBs. En una evaluacidn reciente, esta técnica
reveld una sensibilidad andloga a la de la radioinmunovaloracidn.
Los conjugados enzima-anticuerpo pueden cuantificarse por su facultad
de degradar un substrato adecuado. El cambio de color puede leerse a
simple vista, pero con un sencillo espectrofotdmetro pueden hacerse
lecturas objetivas. La inmunovaloracién con enzimas parece una técnica
fidedigna en manos de personal adiestrado, y tiene las ventajas de la
estabilidad de los reactivos.y su larga tolerancia de almacenamiento,
la sencillez del equipo y su gran sensibilidad. Se espera que la inmuno-
valoracion con enzimas se perfeccione ain ma4s ; el método merece una
atenta evaluacidn, en vista de sus posibles y amplias aplicaciones a la
practica de laboratorio.

La aglutinacién de los eritrocitos revestidos de anti-HBs, procedi-
miento denominado hemaglutinacién pasiva invertida, es otro método
sensible para la deteccién del AgHBs, siempre que la preparacion del
reactivo y las condiciones de la prueba sean 6ptimas. En tales condi-
ciones, su sensibilidad se acerca mucho a la de la radioinmunovalora-
cién, aunque no llega a igualarla. Se han utilizado con éxito eritrocitos
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humanos, de pavo y de oveja para preparar reactivos de hemaglutinacién
pasiva invertida; el méximo de sensibilidad se ha conseguido con
hematies humanos revestidos de anti-HBs.

Los eritrocitos humanos tratados con cloruro de cromo (III) y
revestidos de AgHBs purificado constituyen un reactivo muy sensible
para descubrir anti-HBs por hemaglutinacién pasiva. Sin embargo,
los métodos de radioinmunovaloracién son algo mas sensibles, por lo
que estan mas indicados cuando es esencial detectar concentraciones
muy bajas de anti-HBs. Por otra parte, la cuantificacion de titulos de
anticuerpos es algo mas sencilla con la hemaglutinacién pasiva que
con la radioinmunovaloracion.

Casi todos los procedimientos menos sensibles aplicables a la deter-
minacién del AgHBs pueden también servir para la investigacion de
anti-HBs. No obstante, y por ser baja su sensibilidad, daran muchos
resultados falsamente negativos al utilizarlos en estudios de poblacién
y para ensayar muestras de sueros de convalecientes de la hepatitis
del tipo B. Su mayor utilidad en la deteccién de anti-HBs consiste en
hallar sueros valiosos de alta titulacidn. -

9.2 Subtipos de antigenos y anticuerpos superficiales
de la hepatitis B ‘ :

Se ha demostrado que los cuatro principales subtipos del AgHBs
(adw, ayw, adr, y ayr) son transmisibles y por lo tanto estd claro que
estan determinados por distintos genotipos del VHB. Los pares deter-
minantes dfy y w/r fueron descubiertos estudiando la formacién de
proyecciones en las reacciones entre ciertos antisueros y muestras del
AgHBs en la inmunodifusién. Esos subtipos no parecen tener valor
prondstico en cuanto al curso clinico o al desenlace de la infeccién
por VHB, pero su utilidad es enorme para los estudios epidemiolégicos,
y se ha observado que su prevalencia varia mucho segin la regién del
mundo de que se trate. El procedimiento de la inmunodifusién ha
seguido siendo el fundamento principal de los estudios de subtipos del
AgHBs y ha revelado la existencia de otras categorias mas de subtipos
importantes, denominadas adw2, adw4, aywl, ayw2, ayw3 y ayw4, asi
como una serie de determinantes adicionales, todavia no bien estudiados,
tales como ¢, x, f, ¢, n, j y g. Se estd intentando averiguar si alguna o
algunas de estas especificidades son determinantes auténticamente
distintos del AgHBs que estdn determinados por el genoma del virus
o si son hasta cierto punto reflejos de la constitucion antigénica y gené-
tica del huésped. '
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Reviste considerable importancia practica el hecho de que tanto el
método de radioinmunovaloracién como el de hemaglutinacién pasiva
se hayan adaptado de manera que pueden utilizarse para la determina-
cioén, con gran sensibilidad, de los subtipos AgHBs, asi como de los
anti-HBs. Asi, ahora es posible determinar por lo menos la especifici-
dad djy de casi todas las reacciones AgHBs y anti-HBs. Gracias al
aumento de sensibilidad de las técnicas de determinacién de subtipos
se ha podido ademas saber que las infecciones concomitantes o hibridas
adyw son mucho més frecuentes de lo que se habia pensado entre los
sujetos expuestos a ambos subtipos. Gracias también a la diferenciacion
de los subtipos se ha podido comprobar que los anticuerpos de un sub-
tipo pueden coexistir con los de otros subtipos del AgHBs en sujetos
que padecen infecciones persistentes.

9.3 Antigenos, anticuerpos y polimerasa del ADN centrales
de la hepatitis virica B

Se han obtenido cantidades tutiles de antigeno central de la hepa-
titis B (AgHBc) a partir de plasma rico en VHB y de tejido hepatico
infectado. La demostracién de los anti-HBc mediante las técnicas de
fijacién del complemento, inmunoelectroforesis en contracorriente y
microscopia por inmunofiuorescencia revela que este anticuerpo es un
util marcador de la replicacion del VHB, aunque no cabe duda de que
el anti-HBc persiste mucho tiempo después de haber cesado la repli-
cacién virica en muchos sujetos. El anti-HBc aparece con frecuencia
mientras el AgHBs continlla presente en las infecciones agudas y es
detectable, a menudo en altas titulaciones, en casi todos los portadores
de AgHBs. De hecho, el anti-HBc aparece tan a menudo en los porta-
dores que se procede actualmente a evaluarlo con vista a su posible uso
como indicador de la presencia de VHB en sujetos sin AgHBs detectable.
Se ha demostrado, mediante valoraciones de gran sensibilidad, que
algunos sueros procedentes de esos sujetos contienen anti-HBc, anti-
cuerpos que no se han podido objetivar por procedimientos menos
sensibles. Un problema importante planteado ahora consiste en averiguar
cual o cuéles de esos sueros anti-HBc positivos y negativos para el
AgHBs contienen VHB infeccioso.

Varios laboratorios han demostrado la existencia de una actividad
de polimerasa del ADN asociada al AgHBc. Esta actividad enzimatica
suele observarse a menudo en las primeras etapas de la infeccién por
VHB cuando el numero de particulas viricas es especialmente elevado
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y persiste en algunos individuos que padecen la infeccién en forma
crénica. No obstante, muchos sueros positivos al AgHBs que son
probablemente infecciosos no ~contienen cantidades apreciables de
polimerasa del ADN. Esta polimerasa puede dar un indicio del nivel
de infectividad, pero no parece ser un marcador de infectividad tan
fidedigno como el propio AgHBs. Se han ideado dos radioinmuno-
valoraciones de.gran sensibilidad para anti-HBc a base de utilizar
particulas del AgHBc que contienen el ADN tritiado producido por la
reaccién de la polimerasa del ADN como antigeno radiomarcado. Con
la primera de esas técnicas, la reaccién de la polimerasa y la reaccion
de antigeno-anticuerpo se efecttian al mismo tiempo, tras lo cual se
precipitan. los complejos inmunes radiomarcados con un suero anti-
globulina. El segundo método se basa en el empleo de AgHBc previa-
mente marcado, que es tritiado por la reaccion de la polimerasa del
ADN antes de efectuar la prueba de radioinmunoprecipitacién de anti-
HBc. Ambos procedimientos son varios centenares de veces més sensi-
bles que los de fijacién del complemento y de inmunoelectroforesis en
contracorriente.

9.4 Antigeno y ahticuerpos edela hepat;itis B

Otro marcador de la infeccién por VHB que parece correlacionado
con el nimero de particulas viricas y con el grado de infectividad de los
sueros positivos al AgHBs es el antigeno e de la hepatitis B (AgHBe).
Se trata de un antigeno soluble que no parece formar parte del virién
y en cambio es especifico de la hepatitis B, ya que su presencia se observa
unicamente en sueros que contengan AgHBs. En la actualidad, la inmu-
nodifusién es el Unico procedimiento que se emplea para detectar el
AgHBe y el anti-HBe, y sélo una proporcion relativamente pequefia
de sueros positivos al- AgHBs contienen AgHBe o anti-HBe. Ademés
de su postulada relacién directa con la infectividad, la presencia de
AgHBe en portadores de AgHBs parece ser un signo de prondstico
desfavorable en cuanto a la gravedad y el curso clinico de la enfermedad
hepatica crénica. Por ultimo, se han aducido pruebas considerables a
favor de la hipétesis de que la presencia detectable en el suero de anti-
HBe en sujetos portadores indica que estos sueros tienen una infec-
tividad relativamente baja. Pero, en vista de la insensibilidad del método
de inmunodifusién y dado que muchos sueros positivos para el AgHBs
no contienen ni AgHBe ni anti-HBe cuando se analizan por ese proce-
dimiento, sigue siendo dificil interpretar el -significado biolégico de
esos marcadores. ' " "
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10. LA RESPUESTA INMUNITARIA EN LA HEPATITIS B

La respuesta inmunitaria a la infeccién por VHB es desencadenada
por 3 sistemas antigénicos por lo menos — AgHBs, AgHBc y AgHBe —
resultantes de la replicacién del virus en el higado.

10 1 Respuesta humoral

El antigeno superficial aparece en el suero de casi todos los pamentes
durante €l periodo de incubacién de la infeccién aguda, ya a las 4 ¢
6 semanas de la infeccién y entre 2 y 8 semanas antes de las manifes-
taciones bioquimicas de lesién hepatica o de comienzo de ictericia.
El AgHBs persiste durante la fase aguda de la enfermedad y suele elimi-
narse del torrente sanguineo durante la convalecencia. El antigeno central
libre no ha sido detectado en la sangre circulante. El factor siguiente
que aparece en la circulacién es la actividad de la polimerasa asociada
al ADN, que suele observarse inmediatamente antes o en el momento
de elevarse las concentraciones de transaminasa en el suero. La actividad
polimeréasica persiste durante dias o semanas en los casos agudos y
durante meses o afios en cierta proporcién de portadores persistentes
del AgHBs. De 2 a 10 semanas después de la aparicién del AgHBs se
observa en el suero la presencia de los anticuerpos contra el antigeno
central. Pueden detectarse frecuentemente durante la infeccién aguda
y por algin tiempo después del restablecimiento del enfermo, aunque
con titulos cada vez menores. En general, las titulaciones més altas
de anti-HBc se observan en portadores persistentes del AgHBs. El anti-
HBc parece estar correlacionado con la cantidad y la duracién de la
replicacién del virus. El anticuerpo contra el componente superficial es
el dltimo en aparecer. Un tipo primario de respuesta de anti-HBs se
presenta en casos clinicos de hepatitis B después de haber desaparecido
del suero el AgHBs. En casos de hepatitis fulminante hay pruebas reve-
ladoras de que puede producirse una eliminacién inusitadamente activa
y répida del AgHBs asociada a la aparicién precoz de anti-HBs durante
el méximo de la lesién hepética, lo que puede intervenir en la patogenia
de esa grave forma de infeccién.® La respuesta de anti-HBs en la mayoria
de los sujetos que parecen resistir a la infeccién al volver a exponerse al
VHB es del tipo anamnéstico secundario. El titulo de anti-HBc, sin
embargo, se mantiene invariable.
Se han hallado complejos antigeno-anticuerpo superficiales en los
sueros de algunos enfermos durante el periodo de incubacién y durante

@ WooLrF, L. L. Y coLs. British medical journal, 2 : 669 (1976). .
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la fase aguda de la enfermedad. Hay también pruebas reveladoras de que
ciertos complejos antigeno-anticuerpo extrahepaticos tienen importancia
en la patogenia de sindromes caracterizados por graves lesiones de los
vasos sanguineos, como, por ejemplo, la periarteritis nudosa, algunas
formas de glomerulonefritis crénica en las que los complejos apare-
cen en los glomérulos renales, y en la acrodermatitis papular infantil.
En algunos enfermos que padecian casi todas las secuelas crénicas
conocidas de la hepatitis B aguda se ha encontrado AgHBs, anti-HBs,
anti-HBc y complejos inmunitarios antigeno-anticuerpo superficiales.
Sin embargo, no esta claro por qué los inmunocomplejos circulantes no se
observan en mayor niimero de esos enfermos y por qué s6lo una pequefia
proporcién de pacientes con complejos circulantes desarrollan angiitis
o poliarteritis. Pudiera ser que los inmunocomplejos no sean factores
patégenos criticos mas que cuando poseen un volumen determinado y
con cierta proporcién antigeno-anticuerpo. Falta determinar el papel
exacto que desempefian los complejos inmunitarios en la patogenia
de las lesiones hepaticas.

10.2 Respuestas de mediacién celular

Como es sabido, las respuestas inmunitarias celulares son de especial
importancia en la determinacion de las manifestaciones clinicas y el
curso de las infecciones viricas en el hombre y en los animales. Se ha
demostrado la presencia de inmunidad de mediacién celular a los anti-
genos de la hepatitis B por la transformacién de los linfocitos y, mas
especialmente, por la inhibicién de la migracién de los leucocitos.
Cuando el AgHBs parcialmente depurado se usa como antigeno de
prueba, en casi todos los pamentes en fase aguda de la hepatitis B se
produce una inhibicién de la migracién de leucocitos. La inhibicién
es menos pronunciada durante la convalecencia y desaparece despues
del restablecimiento del enfermo. Se ha demostrado también la inhibicién
de la migracién de leucocitos en una proporc1on importante de enfermos
con AgHBs que padecian hepatltls crénica activa.” Sin embargo, la
transformacién de los linfocitos y la migracion de los leucocitos han
sido invariablemente negativas en portadores asintoméaticos persistentes
de AgHBs. Estas observaciones indican que la inmunidad celular puede
contribuir a terminar la infeccién por VHB y, en ciertas circunstancias,
ocasionar dafios hepatocelulares y crear autoinmunidad. El funciona-
miento normal de las células T puede ser un requisito previo para que la

o TEE, W. M. Y COLS. British medical journal, 1: 705 (1975).
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evolucion de la hepatitis se detenga espontdneamente ; si la funcidn es
defectuosa, se puede facilitar la aparicion de lesiones hepaticas crénicas,
y su ausencia total puede acarrear el estado de portador asintomatico.

-Se ha expuesto la hipdtesis de que tanto los casos de hepatitis activa
cronica positivos al AgHBs como cierta proporcién de los casos nega-
tivos comienzan por la exposicion al VHB. Segan esta hipdtesis, el
virus penetra en algunos de los hepatocitos y, hacia el final del periodo
de incubacién, aparecen antigenos asociados al virus en la superficie
de las células infectadas. Las células T reconocen a estos nuevos deter-
minantes y destruyen los hepatocitos infectados. El virus es liberado y a
su vez infecta a otros hepatocitos. Normalmente este proceso se evita
mediante la produccién de anti-HBs. Pero los enfermos cuya dolencia
progresa hacia la hepatitis crénica activa positiva al antigeno no producen
anticuerpos suficientes o bien producen anticuerpos de baja afinidad, y
en esas circunstancias la infeccién persiste.

Otro efecto de la estimulacion de las células T por los hepatocitos
lesionados es la activacién de células B que responden a los antigenos
existentes en la superficie de los hepatocitos, incluida la lipoproteina
especifica del higado. Entonces se producen anticuerpos a esta macro-
lipoproteina, que parece ser un componente normal de la membrana de
los hepatocitos y, al penetrar en el higado, se adhieren a la superficie
de los hepatocitos periportales. Si bien la fijacién del complemento es
un mecanismo que puede conducir a la necrosis, es probable que las
células K sean también activadas. Estas células tienen receptores en su
superficie para la porcién Fc de las moléculas de anticuerpo y son cito-
téxicas cuando se unen a las células-objetivo revestidas de anticuerpo.

La sintesis y la liberacién de los autoanticuerpos perjudiciales esta-
rian sujetas normalmente al control de las células T supresoras. Sin
embargo, en la hepatitis crénica activa positiva al antigeno no se logra
el control — a pesar de la funcién normalmente supresora de las células
— porque las células T auxiliares se mantienen activadas. En los casos de
hepatitis B negativos al antigeno, la funcién de las células T supresoras
es defectuosa y, aunque el efecto de las células T auxiliares sea sdlo
transitorio, persiste la respuesta autoinmunitaria.

El aislamiento de dos proteinas organoespecificas a partir del higado
humano fue seguido de la demostracién de anticuerpos organoespeci-
ficos en los sueros de cierta proporcién de enfermos con hepatitis crénica
activa. Ademas, se ha provocado en el conejo la hepatitis crénica activa
mediante inmunizacién repetida con extractos que contenian esas pro-
teinas hepatoespecificas. La hipersensibilidad celular a esas proteinas,
medida por la inhibicién de la migracion de leucocitos, se observé en
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un importante nimero de enfermos de hepatitis crénica activa y en
pacientes con cirrosis biliar primaria. M4s recientemente hubo pruebas
de sensibilizacién de los linfocitos al AgHBs en todos los enfermos de
hepatitis aguda B sometidos a ensayo, y en muchos de los pacientes se
descubrié una sensibilizacién transitoria a la llpoprotema especifica
del higado.

Estos resultados concuerdan con la idea de que una respuesta inmu-
nitaria de base celular al antigeno de la hepatitis B, presente en los
primeros momentos de la hepatitis aguda, provoca lesiones hepaticas
agudas por un efecto citotéxico sobre las células infectadas por el virus.
De persistir la respuesta a las lipoproteinas hepatoespecificas, a esa
respuesta podria obedecer la progresién hacia las lesiones hepaticas
crénicas. Se postula también que el dafio gradual que padece el higado
en la hepatitis crénica activa se debe a una reaccién de autoinmunidad
que, dirigida contra una lipoproteina de la superficie de los hepatocitos,
es iniciada en muchos casos por la infeccién con el VHB. En muchos
pacientes con hepatitis crénica negativa al antigeno se han hallado
pruebas de inmunidad celular al AgHBs, lo cual indica que es muy
frecuente la infeccién anterior con ese virus. La mayoria de los enfermos
positivos al AgHBs muestran ademds una respuesta celular al antigeno.
En mas de la mitad del ntimero de enfermos positivos al antigeno se
hallaron pruebas de sensibilizacién a la lipoproteina hepatoespecifica,
y la frecuencia fue similar en el grupo negativo al antigeno. Aunque no se
puede excluir una infeccién intercurrente de hepatitis B, esos resultados
concuerdan con la hipétesis de que la infeccién por el VHB contribuye
mucho a iniciar la enfermedad en gran nimero de pacientes negativos
al antigeno con hepatitis crénica activa. La -sensibilizacién al antigeno
de la membrana de las células hepaticas puede ser el proceso autoinmune
comun a todas las variantes de la enfermedad y podria ser la causa de
que persista la lesién hepatica.® En uno de los estudios realizados se
observé que los linfocitos de 20 entre 22 enfermos con hepatitis cronica
activa no tratada resultaban citotéxicos al incubarse en hepatocitos
aislados de conejo. Los resultados de los experimentos de bloqueo
indican claramente que la citotoxicidad obedece a una reaccion inmuno-
légica dirigida a este antigeno superficial celular.

Los estudios de inmunidad celular son més complejos y dificiles de
realizar que los que se refieren a la respuesta inmunitaria humoral, y

& EppLESTON, A. L. W. F. Etiological factors in immune mediated liver disease.
En: Ferguson, A. y MacSween, R. N. M., ed. Immunological aspects of the liver
and gastrointestinal tract. Lancaster, MTP Press, 1976, pags. 291-317.
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subsisten reservas sobre la interpretacién de los resultados. Se requiere
seguir estudiando las respuestas de base celular en la hepatitis virica
para aclarar el papel que desempefian en la patogenia de la enfermedad.

11. LA HEPATITIS B EN MODELOS ANIMALES

Subsiste la dificultad de propagar los virus de las hepatitis A y B
en serie en cultivos tisulares. Aunque infrecuentemente, se ha producido
el AgHBs en cultivos de higado humano inoculados, pero no se ha
conseguido su paso en serie, y parece que la replicaciéon VHB es abor-
tiva.* Se han notificado resultados parecidos con fragmentos de higado
de embrién humano cultivados en la membrana corioalantoide del
embrién de pollo. Se han localizado particulas intranucleares viroides
en hepatocitos de explantes cultivados de muestras de biopsia hepética
obtenidas de lactantes que padecian antigenemia de hepatitis B persis-
tente. Recientemente se ha analizado la extensa bibliografia referente
a este tema.® Se requiere profundizar considerablemente en las inves-
tigaciones relativas a los mecanismos fundamentales que rigen el enlace
del VHB a las membranas celulares, a la penetracién celular, y a la
sintesis y reunién de los componentes viricos en los sistemas de cultivo
celular.

En vista de lo dificil que es hallar cultivos tisulares adecuados para
la replicacién del VHB, los estudios se han basado principalmente en
modelos animales. En la actualidad, el chimpancé es el tinico modelo
animal fidedigno para los estudios in vivo del VHB.? ¢ Se ha demostrado
que el mono rhesus no constituye un modelo adecuado para tales estu-
dios y se dispone de muy pocos gibones para poder efectuar una evalua-
cién extensa.

El modelo chimpancé se ha utilizado para obtener nuevos e impor-
tantes datos sobre la infecciosidad de materiales que contienen VHB,
para averiguar algunas propiedades del virus, la inmunopatologia,
la inactivacién del VHB y el ensayo de inocuidad de vacunas experi-
mentales, la eficacia de la inmunizacién pasiva y activa, y para tratar
de interrumpir el estado portador del VHB. Se citan a continuacidn
ejemplos de importantes informaciones obtenidas tltimamente de los
estudios con chimpancés :

. ® ZUCKERMAN, A. J. Human viral hepatitis. Amsterdam, North Holland/American
Elsevier, 1975, pags. 386-394.

b OMS, Serie de Informes Técnicos, N° 570, 1975.

¢ BARKER, L. F. Y cOLS. American journal of the medical sciences, 270 : 189 (1975).
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— pruebas de que la replicacién activa in vivo del VHB se produce
unicamente en los hepatocitos y no en otros tejidos '

— pruebas de que el VHB se transmite cuando se pone en la boca, pero
no si se sittia en el intestino

— demostracién de que la infectividad del VHB puede persistir en
presencia del AgHBe

— pruebas de la antigenicidad y la eficacia de las vacunas experimentales
contra la hepatitis B. '

12. EPIDEMIOLOGIA DE LA.HEPATITIS B

12.1 Los portadores

Sobre la base de estudios longitudinales de pacientes aquejados de
hepatitis B, se ha definido como portador persistente al sujeto que con-
serva el AgHBs durante més de 6 meses. El portador puede tener ademés
una lesion hepatica. La supervivencia del VHB en el hombre obedece a la
existencia de un reservorio de portadores persistentes que se estima
en 120 millones. La prevalencia del AgHBs en adultos aparentemente
sanos varia de 0,1 % en algunas partes de Europa, América del Norte y
Australia a 15 % en varios paises tropicales. En un mismo pais puede
haber considerables diferencias de prevalencia entre diferentes grupos
étnicos y socioeconémicos.® '

El estado de portador se ha podido asociar a c1erto ntimero de fac-
tores del riesgo ; es mas frecuente en los varones, es mas probable des-
pués de las infecciones adquiridas en la infancia que después de las
adquiridas en la edad adulta, y es asimismo més probable en pacientes
que tienen deficiencias inmunoldgicas naturales o adqulrldas Se ha
comunicado, pero no se ha conﬁrmado una asociacién con la espe-
cifidad HL-A.

En los paises en que la infeccién por el VHB es relativamente poco
frecuente, la prevalencia més alta del AgHBs se ha registrado en el grupo
de 20 a 40 afios de edad. Por otra parte, la prevalenc:la de los anti-HBs
aumenta continuamente con la edad. En los paises en que es comin la
infeccién por el VHB, la prevalencia mas alta del AgHBs se observa en
los nifios de 4 a 8 afios de edad y las tasas van descendiendo de manera
constante entre los grupos de més edad. La disminucidén de las tasas de
portadores del AgHBs con la edad indica que el estado de portador

@ SzMUNESS, W. American journal of pathology, 81 : 629 (1975).
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no dura toda la vida. E1 AgHBe se ha encontrado con mayor frecuencia
entre los portadores jévenes que entre los adultos, mientras que la
prevalencia del anti-HBe parece aumentar con la edad. Estas observa-
ciones indican que los portadores jévenes son quizd los més infec-
tantes. ‘

Subtipos de AgHBs. Los estudios hechos en muchos laboratorios *
han mostrado que los principales subtipos tienen distribuciones geo-
graficas diferentes (Fig. 1). Por ejemplo, el subtipo ayw se encuentra
en una gran zona que se extiende desde Africa septentrional y occidental,
por el Mediterrineo oriental, hasta el subcontinente indio. En Europa
septentrional, en las Américas y en Australia predomina el adw. Los
dos subtipos adw y adr se hallan en Indonesia, Malasia, Papua Nueva
Guinea y Tailandia, mientras que el adr predomina en otras zonas de
Asia y del Pacifico. '

En algunos paises, el subtipo que mas frecuentemente se halla entre
los pacientes aquejados de hepatitis B aguda difiere del que se encuentra
en los portadores persistentes, probablemente porque la distribucién
de los subtipos dentro de este Wiltimo grupo estd determinada por los
subtipos de infeccion anteriores mas que por los presentes.

12.2 Formas de propagacion

Sangre

En las zonas de baja prevalencia, uno de los principales modos de
propagacidén sigue siendo la inoculacion de sangre y de algunos pro-
ductos sanguineos. La hepatitis B puede ser transmitida a consecuencia
de una transfusidn o por una inoculacién accidental de cantidades insig-
nificantes de sangre, como puede ocurrir durante las intervenciones
quirtrgicas y odontoldgicas, la administracién indebida de farmacos
por via intravenosa, la inmunizacién en masa, los tatuajes, la acupuntura
y los accidentes de laboratorio. Asimismo se han atribuido ocasional-
mente casos de hepatitis B a inoculaciones percutdneas accidentales
con maquinas de afeitar, cepillos de dientes, cepillos de bafio y otros
objetos semejantes usados por varias personas.

Se ha pensado. que los mosquitos y otros insectos hematdéfagos
podrian ser vectores de la enfermedad. Sin embargo, aunque se ha

¢ Le BoUuviEr, G. L. Y WILLIAMS, A. American journal of the medical sciences,
270 : 165 (1975) ; NisHIOKA, K. Y covrs. Bulletin of the World Health Organization,
52 : 293 (1975) ; CourouCE, A. M. Y coLs., ed. HB; antigen subtypes : Proceedings
of the International Workshop on HBs Antigen Subtypes, Paris, abril de 1975. Basilea,
Karger, 1976 (Bibliotheca haematologica, N° 42) pags. 42-59.
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FIG. 1. PREVALENCIA RELATIVA DE LOS PRINCIPALES SUBTIPOS (adw, ayw, adr) DEL- ANTIGENO DE LA HEPATITIS B=

% El subtipo ayr se ha encontrado en 2 entre 53 sueros (3,8 %) en Papua Nueva Guinea y en 10 entre 2431 sueros (0,4 %) en Japén ; en otros
lugares parece ser muy raro. Datos obtenidos principalmente de: Couroucé, A. M. y cols. ed. HBs antigen subtypes : Proceedings of the Internat/onal

Workshop on HBs Antigen Subtypes, Paris, April 1975. Basilea, Karger, 1976 (Blb//otheca haemotologica, N* 42) ; y Nishioka, K. y cols. Bulfetin of the
World Health Organization, 52 : 293 (1975).




encontrado el AgHBs en chinches y en varias especies de mosquitos,
capturados al aire libre o alimentados con sangre infectada, no se ha
demostrado que el virus pueda replicarse en los insectos. Si bien puede
haber transmisién mecanica de la infeccién, en ningin estudio se ha
comprobado que haya una asociacién entre la actividad del mosquito
y la prevalencia del AgHBs y de anti-HBs en el hombre. '

Transmision perinatal

La transmision de la infeccién de madres portadoras a sus hijos, que
puede ocurrir durante el periodo perinatal, parece ser un importante
factor entre los que determinan la prevalencia de la infeccién por VHB
en algunas regiones. El riesgo de infeccién varia segtin los paises y puede
llegar a ser de 40 %. Por lo general, es mas alto en los nifios nacidos de
madres portadoras en paises que tienen proporciones elevadas de
portadores que en los nifios nacidos en condiciones semejantes en paises
con menos portadores. Los factores maternos que parecen determinar
una posible infeccién son antecedentes de transmisién a otros hijos
anteriores, un titulo alto de AgHBs y/o la presencia de AgHBe en la
sangre. :

La hepatitis B aguda es una complicacién poco corriente del emba-
razo y puede provocar un parto prematuro. Si la enfermedad se mani-
fiesta en el segundo o tercer trimestre o en un plazo de 2 meses después
del parto, hay un riesgo considerable de que el nifio resulte infectado.

La infeccién del nifio a raiz de la infeccién aguda o crénica de la
madre suele ser anictérica y se reconoce por la aparicién del AgHBs al
cabo de 60 a 120 dias después del nacimiento. La mayoria de los nifios
infectados en ese momento se convierten en portadores persistentes del
virus. No se conoce su prondstico a largo plazo.

El mecanismo de la infeccién perinatal es incierto. El VHB puede
infectar al feto en el utero, pero no es corriente que tal cosa suceda ; la
infeccién se produce probablemente durante el parto o poco después
como resultado de una comunicacién entre la sangre materna y el
sistema circulatorio del nifio, o de la ingestién o la inoculacién por
inadvertencia de esa sangre. Los estudios preliminares indican que la
administracién de inmunoglobulina de la hepatitis B poco tiempo después
del nacimiento puede conferir al nifio alguna proteccidn contra la infec-
cién durante el periodo perinatal.

Otros modos de propagacion

Se observan tasas més altas de infeccién por el VHB en las familias
de los portadores persistentes que en el resto de la colectividad: El
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mecanismo de esta propagacién por contacto se desconoce, si bien
puede tener importancia la transmisién de boca a boca. Se ha encontrado
el AgHBs en la saliva de pacientes con hepatitis B aguda y en portadores
crénicos ; los estudios preliminares sugieren que la saliva que contiene
AgHB:s es infecciosa para el gibén y el chimpancé.

La cohabitacién con una persona que sufre una infeccién aguda o
crénica supone un importante riesgo de infeccién. Las personas sexual-
mente promiscuas tienen asimismo una seropositividad mayor que la
normalmente prevista. Como el AgHBs se ha encontrado en el semen,
en las secreciones vaginales y en la sangre menstrual, es posible que
durante el coito atraviese las superficies mucosas. expuestas a estos
liquidos. También se ha encontrado el AgHBs en los exudados serosos
de ulceras cutaneas. El contacto con esos materiales puede intervenir
en la transmision de la infeccidn, particularmente en los paises tropi-
cales.

Estudios sobre transmision humana llevados a cabo hace muchos
afios, en el curso de los cuales se administraron por via oral o percu-
tanea extractos fecales, no demostraron la infecciosidad de las heces ;
tampoco se han observado epidemias de hepatitis B causadas por ali-
mentos o aguas contaminados.

13. HEPATITIS POSTRANSFUSIONAL

13.1 Evaluacién de las consecuencias de los ensayos de antigenos
superficiales de la hepatitis B

La aplicacion de pruebas sensibles del AgHBs a la sangre antes de
la transfusién y al plasma que se va a fraccionar se ha convertido en un
procedimiento habitual en muchos paises. Las consecuencias de las
pruebas del AgHBs sobre la incidencia de la hepatitis postransfusional
son dificiles de medir y varian de un lugar a otro en funcién de factores
tales como la prevalencia de los portadores del VHB en la poblacion
donante y el grado de inmunidad al VHB en los receptores. Por ejemplo,
en lugares donde la prevalencia de portadores del AgHBs es bastante
elevada, como ocurre en ciertas partes de Asia y de Africa, hay también
una prevalencia muy alta de anti-HBs, que pueden proteger a los recep-
tores de transfusiones de sangre de la enfermedad causada por el VHB
o por lo menos reducir su gravedad. Por otra parte, la evaluacion
precisa de los resultados del ensayo del AgHBs requiere unos estudios
prospectivos tan costosos como largos de los pacientes objeto de trans-
fusién. A falta de estos estudios, muchos casos de hepatitis consecutiva
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