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Aspectos inmunologicos € inmunogenéticos

de la hepatitis B

Evolucion historica

Antonio Iglesias, Eduardo Egea

De las hepatilis virales, la hepatitis B es la mas
frecuente en USA y desde 1983 sobrepaso la inciden-
cia de la hepatitis A.

Desde 1971, se propuso una vacuna para la hepatitis
B (HBV), pero solo pudo ser efectiva a comienzo de
1980, al lograr preparar una vacuna de antigeno de
superficie (HBs Ag), extraida de individuos portadores
cronicos (Heptavax-B). Posteriormente en 1984, se ha
venido utilizando la vacuna contra HBV producida en
la levadura de Saccharomyces cerevisiae utilizando para
ello la técnica del DNA recombinante. Ambas vacunas
ademas de ser efectivas y seguras han demostrado ser
inmunogénicas en el 85-96% de los hombres homo-
sexuales y en el 96% al 98% de adultos sanos emplea-
dos en centros de hemodialisis.

En varios estudios utilizando ambos tipos de vacunas
se ha logrado demostrar que entre el 5% al 10% de los
individuos aparentemente sanos, no tienen una respues-
ta adecuada en cuanto a la produccion de anti-HBs, a
pesar de reinmunizacion con una o dos dosis adicionales.

Dr. Antonio Iglesias: Profesor Asistente de Medicina Interna y
Reumatologia, Universidad Nacional de Colombia. Director General Instituto
Nacional de Salud, Santafé de Bogota; Dr. Eduardo Egea: Director Seccion de
Inmunologia, Universidad del Norte, Barranquilla.

Acta Médica Colombiana Vol. 17N° 3 ~ Mayo-Junio - 1992

Ademas del costo y de la informacion adversa que
circuld en los medios académicos sobre la posibilidad
de adquirir el SIDA a través de la vacuna derivada del
plasma, se implemento el desarrollo de la vacuna a
través de la técnica del DNA recombinante utilizando
la levadura Saccharomyces cerevisiae y el gene que
codifica el serotipo adw2 del antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B. Asi de esta forma Smith Kline
Biological desarroll6 la vacuna denominada ENGERIX-
B. Actualmente el Instituto de Biotecnologia de Cuba
también ha desarrollado una vacuna contra la hepatitis
B a través de la técnica del DNA recombinante.

El comportamiento de la vacuna de la hepatitis B a
nivel de estudios in vitro tanto en el murino como en el
humano es importante para entender la respuesta
inmunitaria inducida por esta vacuna y su relaciéon con
la inmunogenética. Para ello es importante puntualizar
algunos conceptos generales para mejor comprender
los estudios basicos desarrollados con esta vacuna.

Desde comienzo de la década del 70, Benacerraf y
Mac Devitt, demostraron que los genes de clase II del
C.M.H. determinaban la respuesta de los linfocitos T a
antigenos especificos.

Posteriormente Rosenthal y Shevach demostraron
que los linfocitos T solamente reaccionan a antigenos
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extrafios, si éstos son presentados por células del siste-
ma monocito-macréfago llamadas células presentado-
ras de antigeno. Simultadneamente Katz, Hamoaka, Dorf
y Benacerraf observaron que la respuesta de las células
T cooperadoras y las células B, esta restringida por las
moléculas la. Las células T cooperadoras tienen un
papel regulatorio del sistema inmune y son necesarias
para la induccion de células T citotoxicas y para la
produccion de anticuerpos a antigenos proteicos, la
induccion de respuesta anamnésica para la produccion
de anticuerpos a antigenos proteicos, la inducciéon de
respuesta anamnésica para la produccion de anticuerpos
por las células B, y actuan como célula efcctora en la
muerte de blancos tumorales por una via directa o
indirecta a través de la secrecion de linfoquinas o
Gamma Intcrfcron. Todo lo anterior determina cierta
especificidad de los linfocitos T al interactuar con las
moléculas de clase II sobre el M@ y condiciona la
respuesta de acuerdo con el haplotipo a determinados
antigenos (solubles, proteinas, particulas virales, etc.).
Cinco tipos de explicaciones han sido propuestas para
determinar la respuesta o no a determinados antigenos:

1. La primera propuesta es la de Rosenthal y
Benacerraf quienes postulan el concepto de la selec-
cion determinante, es decir, que la interaccion de las
moléculas Ia con determinados antigenos sobre la su-
perficie celular de las células presentadoras de antigenos
posee ciertas restricciones a nivel de la orientacion de
las moléculas en su capacidad para unirse al receptor
de las células T.

2. La segunda propuesta es la planteada por Jerne,
Von Bochmer y modificada por Schwarts y es que la
respuesta a determinados antigenos es el resultado de
la delecidn clonal en el proceso de diferenciacion de
las células T.

3. El tercer concepto es el de la Inmunodominancia
de Berzofsky, en el cual la respuesta de las células T a
determinado antigeno proteico depende del numero de
sitios antigénicos que pueden ser presentado por las
moléculas de clase II y de la habilidad para unirse a la
molécula del TCR.

4. Defecto en el procesamiento del antigeno.

5. Defecto estructural en la uniéon del TCR y molé-
cula de clase II.

Las alteraciones anteriores en la respuesta adecuada
o no ante un antigeno determinado se han podido ob-
servar cuando existe una disminucién de la respuesta
proliferativa a antigenos especificos y lectinas que
ocurre en pacientes con una serie de infecciones y en
individuos normales que han sido vacunados con di-
chos patdgenos. Un defecto en la no respuesta a dife-
rentes antigenos y productos patogénicos ha sido des-
crito con el virus de la Inmunodeficiencia tipo I (HIV -
I), con la glicoproteina de su envoltura, con el antigeno
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HBs Ag, con la vacuna para el HBV (Heptavax-B), con
productos bacterianos del Staphylococo aureus,
Clostridium tetani y sus toxinas, Bordetella pertusis,
Mycobacterium  ulcerans, parasitos con Toxoplasma
gondii, muchas de las explicaciones realizadas por los
diferentes autores estan relacionadas por un efecto
citotoxico directo o se debe a la induccion de células o
mecanismos supresores.

En 1977 Spencer y col demostraron una respuesta
baja en la produccién de anticuerpos después de la
vacunacion contra el virus de la influenza tipo A y que
dicha respuesta se asociaba al HLA tipo BW16, en
1978 Sasasuki y col. observaron que dos semanas des-
pués de administrar una inyeccion del toxoide del téta-
no en el 84.8% de un grupo de estudiantes de medicina
habia una respuesta proliferativa de células T, y en el
15.2% de estos estudiantes no habia respuesta al TT.

Sasasuki y col. han demostrado en la poblacion
japonesa, que existe una serie de individios sanos que
no responden a la Criptomeria japonicum al antigeno
de la pared del estreptococo, al antigeno de Schistosoma
japonicum y dicha falta de respuesta a estos antigenos
segiin Sasazuki y col. estaba controlada por los genes
de supresién asociada al HLA, via células CD8. A
nivel del murino, Milich y Chisari en 1982 han demos-
trado que la respuesta baja o la ausencia de respuesta al
HBs Ag estaba directamente relacionada con los
haplotipos H-2.

Ademds lograron demostrar que la respuesta
proliferativa de las células T al HBs Ag en los ratones
respondedores, no respondedores y en los Fl
(respondedores x no respondedores) de cepas
congénicas H-2, confirman la restriccion H-2 especifi-
ca al HBs Ag. Ademas esta restriccion se hace extensi-
va a la respuesta proliferativa especifica de células T y
a la produccién de anticuerpos in vitro, Milich y col.
lograron demostrar dos genes ligados a la respuesta
inmune a través del H-2, uno de estos genes se encuen-
tra mapeado en la subregion I-A y otro en la subregion
I-C, Milich y Chisari han demostrado que la respuesta
proliferativa y la produccion de antigenos a la regién S
de las cepas congénicas H2 y las cepas recombinantes
intra-H2, indican que los genes Ir influencian la pro-
duccién in vitro y la respuesta proliferativa a las célu-
las T. El mismo grupo ha determinado que la subregion
I-A influencian algunos subtipos y grupos especificos
en la respuesta proliferativa T subtipo especifica.
Berkower y col. han demostrado que la respuesta o no
respuesta a la mioglobina, depende de la inmuno-
dominancia de la combinacién epitope-la, debido a un
limitado repertorio de las células T o a una presenta-
cién selectiva del epitope o epitopes de una molécula a
las moléculas de clase II por las células A.P.C. (células
presentadoras del antigeno).
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La respuesta o falta de respuesta proliferativa al
HBs Ag se encuentra restringida a nivel de los antigenos
de clase I y especialmente a nivel de los antigenos de
clase II.

Celis y Chang estudiaron en 1984 la respuesta
proliferativa de los linfocitos de individuos vacunados
contra HBs Ag in vitro. Para ello utilizaron dos clonos
(HBC-6 y HBC-13) de linfocitos T cooperadores
especificamente contra HBs Ag y demostraron la res-
puesta proliferativa de dos o tres dias de incubacion
con el HBs Ag auna concentraciéon de 5 (ug/ml y
simultdneamente le agregaban el anti-HBs a una con-
centracion de 20 (pg/ml. Utilizando tanto el antigeno
como el anti-HBs obtenian una respuesta proliferativa
adecuada. El mismo grupo demostré que 10 dias des-
pués de la tercera inmunizacion, al realizar un estudio
de proliferacion celular con el HBs Ag a una concen-
tracion de 20 pg/ml por siete dias, suplementando el
medio de cultivo con IL-2 encontraron que seis de 12
individuos tenian una alta respuesta proliferativa pero
que en dos de los individuos vacunados esto fue insig-
nificante.

La respuesta de célula B, analizada por el método de
P.F.C. (plaque-forming antibody secreting cells) in vitro,
demostrd solo de 5 a 15 placas después de siete a diez
dias de inmunizacion in vitro, por este escaso nimero
de placas fue dificil demostrar una relaciéon dosis/res-
puesta. Llama la atenciéon que en este estudio de proli-
feracion celular se mencionan varias concentraciones
de HBs Ag, no claramente indicadas, que la respuesta
proliferativa no se correlaciona con la produccion de
antigenos HBs in vitro en los individuos vacunados.
No realizaron controles con antigenos solubles o leclina.
ni se conocia el haplotipo de los individuos. Cupps y
col. a pesar de que demostraron un incremento en la
produccion de anti-HBs IG in vitro, no encontraron
evidencia de supresiéon no especifica para HBs Ag.
Nuestro estudio fue realizado en individuos a los cua-
les se les conocia su haplotipo y se inicid el estudio
tratando de buscar una dosis adecuada que indujera
una buena proliferacion celular. Encontramos que con
0.2 ng/ml se inducia mayor capacidad proliferativa, al
incrementar la dosis a un [pg/ml. cinco a diez (pg/ml. la
respuesta decrecia, por lo que planteamos la posibili-
dad de que a mayor concentraciéon de antigeno pudiese
tener un efecto toxico. Logramos demostrar que la
especificidad de la respuesta de células T al HBs Ag
era T especifico, ya que al evaluar en forma simultanea
en un estudio kinético (tercer dia, quinto, séptimo y
noveno dias) utilizando para ello otro antigeno soluble
con el TT y las lectinas como PWM y PHA, nuestros
sujetos no respondedores no lo hacen al HBs Ag, pero
si a los otros antigenos como TT, PHA y PNM, excep-
to en uno de los casos, que es bajo respondedor al TT.

A. Iglesias y col.

Los respondedores al HBs Ag respondieron en for-
ma creciente al HBs Ag, pero disminuy6 la respuesta al
TT al séptimo y noveno dias y al PHA al quinto y
séptimo dias. Respecto al PWM la respuesta es varia-
ble, lo que nos demuestra que nuestros individuos
respondedores tienen una respuesta especifica al HBs
Ag. Pero la respuesta tanto al HBs Ag como al TT y a
las lectinas tiene variabilidad individual.

Al realizar los experimentos de proliferacion de
células T al HBs Ag por el método de deplecion de las
células, CD8+, tratando de analizar la falta de respues-
ta al HBs Ag, hemos utilizado el método de Panning.
Las cé¢lulas T que habian sido depletadas de CD8, al
mezclarla con los macrofagos y cultivadas posterior-
mente con y sin el HBs Ag, TT y las lectinas como
PHA y PWM, la respuesta de los respondedores a los
diferentes antigenos solubles y lecitinas fue adecuada.
Todos los individuos tanto respondedores como no
respondedores respondieron bien al PHA, pero en los
no respondedores la respuesta al PHA es mayor que en
los respondedores. La respuesta al PHA se disminuye
al séptimo dia, tanto en los respondedores, como en los
no respondedores; esta respuesta coincide con los tra-
bajos de Filion y col.

Al adicionar las células CD8+, los no respondedores
al HBs Ag no tuvieron respuesta proliferativa a dife-
rencia de los respondedores especialmente en uno de
ellos, la respuesta proliferativa fue bastante alta. Solo
en uno de los respondedores encontramos que al adi-
cionar las células CD8T+, la respuesta proliferativa al
séptimo dia al TT en la reconstitucion se disminuia.

Estos experimentos demuestran que las células
CD8+, 1. No interfieren en la respuesta al HBs Ag en
los individuos respondedores, 2. Demuestra una
especificidad en la respuesta al HBs Ag, 3. La respues-
ta proliferativa no depende del numero absoluto del
CD8 y CD4, ya que se utilizé el mismo numero de
células y la respuesta fue variable de acuerdo al indivi-
duo, 4. La respuesta proliferativa en los respondedores
al HBs Ag, al TT y a las lectinas fue adecuada, 5. No se
encontrd respuesta al HBs Ag en los no respondedores,
pero si hubo respuesta adecuada al TT y a las lectinas,
6. La variabilidad de las respuestas tanto en los no
respondedores como en los respondedores al HBs Ag,
al TT y a las lectinas se observo en los experimentos de
deplecion al séptimo dia como en la respuesta kinética
(al tercer, quinto, séptimo y noveno dias), 7. Nuestros
resultados difieren de los reportados por Tremolada y
col., Barnaba y col., Filion y col., Sasasuki y col.,
quienes demuestran por diferentes técnicas que la falta
de respuesta al HBs Ag se debe a trastornos en la
inmunorregulaciéon, mediados por genes de inmu-
nosupresion, o a través de las células CD8+.

A pesar de los diferentes trabajos realizados tratan-
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do de explicar el mecanismo de no respuesta por un
defecto inmune mediado por células o mediadores so-
lubles como los realizados por Dusheiko y col. quienes
analizaron si existia un defecto a nivel de los linfocitos
T de los individuos portadores crénicos, para ello estu-
diaron linfocitos in vitro de individuos portadores cro-
nicos. Hicieron experimentos de co-cultivos, utilizan-
do linfocitos T irradiados de individuos controles por-
tadores crénicos de HBs Ag y se cultivaron con
linfocitos B de respondedores alogénicos. Demostra-
ron que las células B respondedoras al HBs Ag produ-
cen cantidades detectablcs de IgG anti-HBs cuatro y
ocho dias después del cultivo, pero si tomaban linfocitos
T de individuos portadores croénicos de HBs Ag+ y le
agregaban células de respondedores anti HBs, en ocho
de 24 portadores crénicos no se encontrd produccion
de anti HBs. Dusheicho y col. plantean en este estudio
que posiblemente existe un defecto en las células T
cooperadoras, en incrementar la produccion de anti
HBs. Pero los autores no separaron subpoblacioncs y
ademds no conocian el haplotipo de los individuos.
Otros estudios sobre los mecanismos funcionales de
tipo celular en hepatitis son contradictorios; Tremolada
y col. en 1980, Chisari y col. en 1981 encontraron un
defecto en la induccion de proliferacion celular. Chang
y col. demuestran que la respuesta proliferativa al HBs
Ag es dependiente de T ya que al tomar PBLs (linfocitos
de sangre periférica) y depletarlos de rosetas E+ con
anticuerpos monoclonales OKT3 y complemento no
encontraban proliferacion. Chisari y col. en 1981 no
encontraron una alteraciéon de las células efectoras
citotoxicas. Hanson y col. en 1984 demostraron una
alteracion de la respuesta inmunitaria especialmente de
tipo celular y no encontraron una respuesta proliferativa
en individuos que son portadores cronicos al HBs Ag.
Barnaba y col. han demostrado una reduccién de las
células OKT4+ y una disminuciéon de la relacion OKT4/
OKT8 en pacientes con infeccion cronica por el HBV,
comparado con individuos controles. Al utilizar expe-
rimentos de co-cultivos alogénicos entre linfocitos B y
linfocitos T que son respondedores en la produccion de
anticuerpos, encontraron un defecto de las células B.
El mismo grupo demostré que la eliminaciéon de las
células CD8T+ incrementaba la respuesta proliferativa
al HBs Ag pero no se afectaba la respuesm a PPD o a
Candida y dicha respuesta no se afectaba al depletarlo
de CD4+. No utilizaron el método de panning. ni tam-
poco se conocia el haplotipo de estos individuos. Filion
y col. plantean también la posibilidad de que las célu-
las CD8T+ controlan la magnitud de la respuesta
blastogénica al HBs Ag y posiblemente participen en
el down-regulating de la respuesta anti HBs. Nowicki y
col. demostraron que los no respondedores tenian un
incremento en el porcentaje de células T11+, HNK-1 +
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y T8 por inmunofluorescencia; nosotros no encontra-
mos diferencia entre los respondedores y no
respondedores en cuanto a las subpoblacioncs CD8, ni
en las subpoblaciones CD4, tales como 4B4 y 2H4.

La intensidad relativa de los antigenos CD4T+,
CD4+ 2H4+ (S.I.) y CD8 es moderada tanto en los
individuos respondedores como en los no
respondedores, siendo muy baja esta intensidad en la
expresion de los antigenos de clase Il en estos mismos
individuos, y es alta la expresion de esta intensidad en
las células CD4+ 4B4 (HI) en los sujetos respondedores
y no respondedores. La intensidad del antigeno CD3 es
mayor en los individuos no respondedores que en los
respondedores.

Yamauchi y col. observaron que la supresion de la
produccidén de anticuerpos en los portadores croénicos
se debe a la presencia de un factor supresor. Chion y
col. y el mismo Yamauchi demuestran que en las eta-
pas tempranas dos semanas después de la ultima vacu-
nacién, el defecto de la no respuesta se debe a una
alteracion del repertorio de las células B, y en una
etapa mas tardia, cuatro semanas después de la ultima
vacunacion la carencia de respuesta se debe a la exis-
tencia de células T supresoras.

A pesar de que el estudio de las citoquinas y produc-
cion de anti-HBs y proliferacion celular no son claros
en sus conclusiones, tanto la IL-2 como el receptor de
la IL-2 (TAC) juegan un papel importante en la activa-
cion y regulacion de la respuesta inmune. Normalmen-
te las células T en reposo no expresan significativamente
esos receptores sobre la superficie. Sin embargo, cuan-
do estas células son estimuladas por mitégenos o
antigenos, el receptor de IL-2 se expresa en la membrana
celular y ademas el péptido 55-k da a TAC positivo,
puede ser liberado en el sobrenadante. Algunos estudios
han probado que el péptido TAC (IL-2 receptor) solu-
ble se encuentra elevado, tanto en los individuos con
HBV aguda como en los pacientes con hepatitis croni-
ca. Estos hechos sugieren que la activacion de las
células T podrian jugar un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad.

Finalmente, estudios recientes han demostrado que
el péptido SI y el antigeno pre-S1 son altamente
inmunogenéticos y demuestran una gran actividad
proliferativa, lo que estard de acuerdo a la teoria de la
inmunodominancia.

Después de analizar nuestros resultados y estudiar
las diferentes publicaciones con respecto a la produc-
cién in vitro de anticuerpos, proliferacion celular, los
estudios de inmunorregulacién y los estudios de
deplecion celular, nuestros hallazgos demuestran que
la no respuesta al HBs Ag obedece a un mecanismo de
restriccion periférica como lo demostraron Craven y
col. y Alper y col., y no esta relacionado con mecanis-
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mos de genes de supresion ni a través de las células
CDS8T+, sino que la falta de respuesta se encuentra en
la interaccion Ag-macrofago y células CD4T+ y esta
carencia de respuesta es de tipo multi-factorial
(inmunogenética, teoria de la inmunodominancia, de-
fecto en el procesamiento antigénico, delecion del re-
pertorio en la diferenciacion temprana de las células T
que inducirian un defecto estructural en la union del
receptor de las células T y la molécula de clase II, lo
que no estd definido es la subpoblacién implicada,
tales como CD45 y CD29.

La respuesta y no respuesta al HBs Ag también se
encuentra restringida a nivel de los antigenos de clase |
y II. La frecuencia de los antigenos de clase I en tres
estudios, realizados en la poblacidén caucasica, en los
no respondedores al HBs Ag se ha asociado al B8 y en
la japonesa al BW54. Walker y col. mostraron un
incremento de DR7 en el 61% y una ausencia del Drl
entre los no respondedores. Weissmann y col. mostra-
ron una alta prevalencia de DR7, Dr3; Dr7, Dr4; y
Dr7+ B8 y no haplotipos extendidos en los no
respondedores. Graven y col. demuestran una alta inci-
dencia de Dr3 y a la vez dos haplotipos extendidos
(HLA BS8- DR3- SC01 y el HLA-B44 - DR7 - F.

Alpcr y col. demuestran por primera vez en el hu-
mano que personas homocigotas para el haplotipo ex-
tendido HLA B8-DR3-SCO1 tienen una pobre respues-
ta al HBs Ag y es de caracter recesivo, ademas de-
muestran que un solo haplotipo que se herede como
dominante es suficiente para tener una respuesta ade-
cuada anti HBs. Este estudio estd en contraposicion a
los realizados por Sasasuki y col. quienes postulan que
el haplotipo japonés HLA-BW54 - DR4 - DRWS53 y
DQW3 que se asocia a los no respondedores del HBs
Ag es de caracter dominante y a la vez la no respuesta
depende de un gene de inmunosupresion a través de las
células CD8.

Finalmente nuestros resultados indican que los su-
jetos no respondedores tienen un defecto especifico a
nivel de la presentacion antigénica sobre la estimulacion
de las células T cooperadoras y nuestras evidencias
sugieren que esta ausencia de respuesta a la vacuna de
la hepatitis B no es mediada por mecanismos de supre-
sién a través de las células CDS8T. Lo que no hemos
podido identificar es la subpoblaciéon DCA4T tales como
la CD29T o la CD45T. Este defecto a nivel de la
presentacion antigénica (M@) o a nivel de las células
CDA4T es consistente con la herencia recesiva a nivel de
la no respuesta y sugiere que la respuesta se hereda en
forma dominante.

ABSTRACT
The most common cause of viral hepatitis in USA is
thc hepatitis B virus, and since 1983 is more common

A. Iglesias y col.

than hepatitis A. In 1980 a serum derived hepatitis B
vaccine was evaluated and introduced to clinical prac-
tice. The fear of HIV transmission leads to the develop-
ment in 1984 of a recombinant vaccine produced in the
yeast Saccharomyces cerevisae through DNA recombi-
nant technics. Both vaccines have been proved effective
and safe, with seroconversion in 85-96% of homosexual
males and 96-98% of healthy adults. Several recent
studies have shown that 5-10% of healthy adults fail to
respond to the vaccine, even after additional dosages.

The mechanism for this lack of Anti-HBs response
has been extensively studied by several groups and
associated to the major histocompatibility antigens in
relationships with T lymphocytes responses to specific
antigens. Recent studies have demonstrated that the
lack of response to the HBsAg is due to a mechanism
of peripheral restriction previously shown by Crave,
Alpert et al, and not related to gene suppression nor
through CD8T+ cells. The absence of response is sec-
ondary to the macrophage-antigen interaction and
CD4T+ cells and is also multifactorial. Studies in
caucasian populations have shown that poor responders
to hepatitis B vaccines have certain haplotypes such as:
BS§, Dr7, Dr3, Dr7, Dr4 and Dr7+ BS. Alpertet al have
shown for the first time in humans that persons
homozygous for extended haplotypo, HLA B8-DR3-
SCO01, have a poor response toa HBsAg and is recessive.
Only one haplotype is sufficient to have an adequate
Anti-HBs response. Sasasuki et al. in contrast have
shown that Japanese haplotype HLA-BW54-DR4-
DRWS53 and DQW3 is associated to poor response to
HBsAg, and is dominant, they also suggest that lack of
response depends of an immunosupresion gene through
CDS8 cells.

Finally our results suggest that no responders have a
specific defect located to the level of helper T cells
stimulation, and is not mediated through immuno-
supresion through CDS8T cells.
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