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RESUMEN

La inmunohistoquimica (IHQ) constituye una herramienta para definir la etiologia en el sindrome icterohemorragico. Objetivo: Identificar mediante
IHQ la presencia en higado del antigeno de superficie de la hepatitis B y del virus de la fiebre amarilla. Materiales y métodos: Se incluyeron
muestras de tejido hepatico procedentes de 55 fallecidos por sindrome icterohemorréagico, remitidos entre enero de 2000 y diciembre de 2001 al
Instituto Nacional de Salud, (Lima, Pert). Resultados: La prueba se realiz6 Gnicamente en 46 muestras, 33% (15/46) fueron diagnosticados por
histopatologia como fiebre amarilla, de ellos, 9 casos fueron positivos por IHQ para fiebre amarilla, siendo 2 de ellos también positivos para
HBsAg. Histol6gicamente, se reportaron 6 casos como hepatitis con necrosis submasiva o masiva, que por IHQ fueron sélo 2 casos positivos para
fiebre amarilla. En 39% (18/46) no se lleg6 al diagndstico etiol6gico de la hepatitis, y finalmente hubo 2 casos con diagnéstico histopatolégico de
adenocarcinoma hepético y sélo se obtuvo positividad por IHQ para HBsAg en uno. Conclusion: La IHQ es una alternativa para la confirmacion
diagnostica de hepatitis B y fiebre amarilla.
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ABSTRACT

Immunohistochemistry (IHC) is considered a useful tool for determining the etiology of icterohemorrhagic syndrome. We identified the surface
antigen of hepatitis B virus and yellow fever virus in the liver from 55 fatal cases with icterohemorrhagic syndrome submited to INS between january
2000 and december 2001. 33% were diagnosed as yellow fever by histopathology, of these, nine cases were positive for yellow fever by IHC, with
2 cases also positive for HbsAg by IHC. Histologically 6 cases were reported as hepatitis with submassive or massive necrosis, and by IHC only
two were positive for yellow fever. In 39% an etiologic diagnosis was not possible, and finally, two cases were hepatic adenocarcinoma by

histopathology with positive result for HBsAg by IHC in one case.
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INTRODUCCION

La fiebre amarilla (FA) se caracteriza por lesiones patoldgicas
en diversos 6rganos, siendo el higado el que muestra las
alteraciones mas caracteristicas. El diagndstico de FA no siempre
puede hacerse por examen histopatoldgico. Los cambios son mas
caracteristicos durante el tercer al sétimo dia de enfermedad, y la
dificultad diagnéstica puede presentarse cuando los especimenes
se obtienen mas tardiamente en el curso de la enfermedad. Existe
un patrén de cambios histolégicos asociados que confirman el
diagnostico histoldgico: necrosis mediozonal, degeneracion
acidofilica hepatocelular o cuerpos de Councilman y metamorfosis
grasa. Solo minima inflamacion ocurre en FA, sugiriendo que los
cambios patoldgicos son principalmente por injuria viral directa’.

Las hepatitis agudas, por infeccion con cualquiera de los virus
hepatotropicos, causan injuria celular de tipo degeneracion
acidofilica o degeneracion balonante (tumefaccion del hepatocito,
con pérdida de su forma rectangular y con citoplasma palido y
rareficado) y necrosis resultante. Esta injuria y necrosis se
acompafia de inflamacién importante. Pero puede darse una
variante de hepatitis aguda, la forma fulminante, con necrosis
masiva, que histolégicamente seria imposible de distinguir, por
ejemplo, de un caso de FA en etapa tardia de enfermedad. El
Pert tiene una prevalencia para el HBsAg entre 1-2%, y de 20 a
30% para anticuerpos contra HBsAg. Sin embargo, presenta
zonas hiperendémicas en cuencas de Loreto, Ucayali, Madre de
Dios, San Martin, y en algunos valles de la vertiente oriental de
la cordillera de los Andes (Abancay, Huanta), en los cuales la
prevalencia de marcadores serolégicos de infeccion por virus de
la hepatitis B (VHB) es de aproximadamente 59%, y de 9% en
portadores crénicos del HBsAg?®. La hepatitis B es causa menos
frecuente de la forma aguda de la enfermedad, con excepcién de
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la zona rural de la cuenca del Amazonas, en donde casi la mitad
de los casos agudos en nifios se deben al virus B. En los adultos
es mas variable la frecuencia de las diversas clases de hepatitis y
la distribucién de los tipos es méas uniforme, de manera que 27-
71% de los casos agudos se deben a hepatitis Ay 7-67% a
hepatitis B*®.

El Ministerio de Salud, a través de la Oficina General de
Epidemiologia, el Instituto Nacional de Salud (INS) y el Proyecto
Vigia implementaron el proyecto piloto “Vigilancia del Sindrome
Febril Icterohemorragico” el cual investiga, diagnosticay desarrolla
propuestas de medidas de control y prevencién para las
enfermedades emergentes y reemergentes que cursen con
Sindrome Febril Hemorragico agudo (SIH) en 4 zonas piloto: Valles
de La Convencion, Rio Apurimac, Chanchamayo y Tingo Maria.
En estudios seroldgicos realizados en el INS dentro de la Vigilancia
del Sindrome Febril Icterohemorragico se obtuvo en 51% una
etiologia conocida (FA, HVB, leptospirosis, entre otras), en tanto
que en 49% no se pudo determinar la patologia causante de tal
padecimiento.

En diferentes areas de la selva amazonica es importante plantear
el diagnostico diferencial de los cuadros icterohemorragicos,
puesto que en algunos casos por ejemplo se ha visto que se
diagnostico FA en brotes de hepatitis delta, como la ocurrida en
Santa Marta, en Labrea y en la selva alta peruana®. La aparicion
de técnicas de diagnostico como la inmunohistoquimica han
permitido definir el diagnéstico en tejidos hepaticos obtenidos
postmortem, asi por ejemplo, identificar la presencia del antigeno
de superficie HVB en pacientes que habian sido catalogados
previamente como FA’.

El objetivo de este estudio es contar con una técnica laboratorial
que permita identificar en los tejidos los antigenos de superficie
de laHVB Yy del virus de la FA en pacientes fallecidos con sindrome
icterohemorragico procedentes de varias regiones del pais, para
ser aplicados en el diagnéstico.



Rev Peru Med Exp Salud Publica 2003; 20 (1)

Diagnéstico de Fiebre Amarilla y hepatitis viral B

MATERIALES Y METODOS

Se revisaron retrospectivamente 55 tejidos hepéaticos
fijados en formol y embebidos en parafina de pacientes que
fallecieron con un cuadro clinico catalogado como sindrome
icterohemorréagico, remitidos entre enero 2000 y diciembre de
2001 al Instituto Nacional de Salud (Lima, Pert) y que se
encuentran en los archivos del Departamento de Patologia.
Ademas, se revisaron las fichas clinico epidemiolégicas de los
pacientes. La definicion de caso fue: fiebre menor de tres
semanas de duracion, ictericia o hemorragia y ausencia de
factores predisponentes conocidos.

Los tejidos fueron sometidos a: 1) estudio histopatol6gico para
el respectivo diagnéstico; y 2) determinacién mediante la
técnica de inmunohistoquimica (IHQ) en cada tejido de la
presencia del antigeno de superficie del HVB con el empleo
de un anticuerpo monoclonal anti-HBsAg y del virus de la FA
empleando un anticuerpo monoclonal y un policlonal anti FA.

Para el analisis inmunohistoquimico se realizaron 3 secciones
histolégicas de cada caso y se colocaron en l[aminas silanizadas
(DAKO # S3003). Luego, las ldminas fueron secadas en estufa
por 2 horas a una temperatura no mayor de 55°C,
deparafinizadas y rehidratadas hasta agua destilada. Las
laminas fueron colocadas en buffer citrato 10 mM (pH 6,0) y
llevadas al horno microondas a bajo poder durante 5 minutos
por 2 veces. Después, se lavaron y cubrieron con peréxido de
hidrégeno al 3% por 15 minutos, transcurrido este tiempo se
lavaron nuevamente y se les aplico el bloqueador de proteinas
(DAKO # X0909) por 10 minutos; luego se cubrieron las laminas
de cada caso con el anticuerpo monoclonal anti HBsAg (DAKO
# M3506) en una dilucion de 1:100, y con el anticuerpo policlonal
anti fiebre amarilla (fluido ascitico de ratén , donado por el Dr.
Robert Shope, UTMB, Galveston), en una dilucién 1:600, y con
el anticuerpo monoclonal anti FA (CHEMICON # MAB984) en
una diluciéon 1:5000, por 10 minutos, respectivamente. Se
lavaron, secaron y se le aplicé una gota de inmunoglobulina
antiraton - anticonejo biotinilada (DAKO # KO0675) por 10
minutos, seguidamente se lavaron, secarony se les aplicé una
gota del conjugado streptavidin-peroxidasa (DAKO # K0675)
por 10 minutos. Nuevamente se lavo, seco y aplicé una gota
de la solucion sustrato-cromégeno diaminobencidina liquida
(DAKO # K3467). Se colocaron en colorante de hematoxilina
por aproximadamente 10 segundos y finalmente se
deshidrataron y se montaron con Cytoseal 60 (Stephens Sci-
entific # 8310-16).

La positividad estuvo dada por algin grado de tincién marrén en
el citoplasma de los hepatocitos, tanto para el antigeno de FA
como para HbSAg. En todas las corridas de IHQ se usé un con-
trol positivo (un tejido hepatico que se sabia era positivo); y dos
controles negativos (uno constituido por tejido hepatico normal
obtenido de necropsia de un paciente con patologia no hepatica,
y otro que era una seccion del tejido hepatico en estudio en el
que se sustituy6 el anticuerpo primario con suero no inmune).

RESULTADOS

Inicialmente se incluyeron 55 muestras de pacientes que
cumplieron con la definicion de caso de los cuales 43 (78%)
fueron varones y 34 (62%) tenian edades entre 15y 44 afios. La
procedencia de los casos fue la siguiente: 12 (21%) del
departamento de Huénuco, 11(20%) Junin, 9(16%) Ucayali,
8(15%) San Martin, 5(9%) Ayacucho 5(9%) Cusco, 2(4%) Madre
de Dios y 1(2%) Cajamarca. Las caracteristicas de las
enfermedades de los pacientes incluidos se muestra en la Tabla
N° 1.

Tabla N° 1. Frecuencia de signos y sintomas del sindrome icterohemorragico

Signo/sintoma Ne %*
Fiebre 44/45 97,7
Ictericia 38/44 86,3
Palidez 30/38 78,9
Cefalea 32/44 72,7
Vomitos 30/42 71,4
Coma 26/38 68,4
Delirio 22/34 64,7
Hepatomegalia 26/42 61,9
Vomito negro 22/40 55,0
Mialgias 20/38 52,6
Diarrea 20/40 50,0
Gingivorragia 18/38 47,3
Oliguria 16/38 42,1
Petequias 16/40 40,0
Equimosis 14/40 40,0
Melena 12/38 31,5
Epistaxis 8/34 235
Albuminuria 6/32 18,7
Bradicardia 2/36 55

* Porcentaje basado en el nimero de personas que contestaron el item respectivo

De las 55 muestras recibidas, en 9 no se realiz6 la prueba de
IHQ para FA ni para el HbsAg, debido a que la muestra era
inadecuada (malas condiciones de fijacion, intestino en vez de
higado). Al analizar los diagnésticos histopatoldgicos se obtuvo
que 33% (15/46) fueron diagnosticados como FA, de los cuales
9 casos fueron positivos por IHQ para FA, siendo dos de ellos
también positivos para HBsAg por IHQ. Histolégicamente, se
reportaron 6 casos (13%) como hepatitis con necrosis submasiva
0 masiva, lo cual podria corresponder a un tipo de hepatitis
fulminante tipo delta, a etapas avanzadas de FA con destruccion
casi total del parénquima en donde se pierde el caracteristico
patron de necrosis mediozonal en FA, entre otros. Al examen
por IHQ de estos 6 casos, se obtuvo positividad para FA en dos
casos, y ninguno dio positividad para HBsAg. En 39% (18/46)
no se llegé al diagnodstico etiolégico de la hepatitis, sélo se
observaron cambios leves inespecificos como inflamacién por-
tal, colestasis leve, congestion vascular, entre otros. Hubieron 2
casos con diagndstico histopatolégico de adenocarcinoma
hepatico, de los cuales sélo se obtuvo positividad por IHQ para
HBsAg en un caso. La Tabla N° 2 muestra los diagnésticos
histopatoldgicos con relacion al resultado de IHQ para fiebre
amarilla y para el antigeno de superficie del HVB de los casos
estudiados.

Tabla N° 2. Positividad de la prueba de IHQ para virus de FA y antigeno de superficie del virus de HVB con relacion al diagnéstico
histopatolégico

. . IHQ PARA FA IHQ PARA HBAgS
DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO
POSITIVO NEGATIVO TOTAL (%) POSITIVO NEGATIVO TOTAL (%)

Compatible con FA 9 6 15(33) 213 15(33)
Hepatitis con necrosis submasiva/masiva 2 4 6 (13) 0 6 6 (13)
Hepatitis inespecifica 0 18 18 (39) 0 18 18 (39)
Adenocarcinoma hepético 0 2 2 (4) 1 1 2 (4)
Otros diagnosticos (colestasis 0 5 5(11) 0 5 5(11)
intrahepatica, higado sin alteraciones)
TOTAL 11 35 46 * (100) 3 43 46 * (100)

* No se realiz6 IHQ para FA ni para HBAgS en 9 casos por muestra inadecuada.
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DISCUSION

Muchos estudios han confirmado a la inmunohistoquimica
(IHQ) en tejidos fijados en formol y embebidos en parafina,
como una herramienta diagnéstica eficaz para la identificacion
del agente etioldgico causante de enfermedades infecciosas®®.
Los antigenos pueden ser demostrados en 80% o mas de los
especimenes, utilizando tincion de IHQ?, pero teniendo en
cuenta que los tejidos deben ser fijados en formol neutro o
“bufferado”, idealmente en un tiempo no mayor a 24 horas,
para evitar que estos fijadores dafien o “enmascaren” los
epitopes antigénicos. Si no se dan estas condiciones, un
pretratamiento del tejido por digestiébn con proteasas o con
microondas en un buffer adecuado, pueden “desenmascarar”
los epitopes. Esta situacién posiblemente explique los seis
casos histopatolégicamente positivos para FA pero que por
IHQ resultaron negativos, dado que nosotros recibimos tejidos
procedentes de comunidades alejadas en los cuales
seguramente estas condiciones no siempre se cumplen. Por
ello, para nosotros un resultado positivo por IHQ confirma el
diagnostico, pero un resultado negativo por IHQ en un tejido
no tratado idealmente no siempre es definitivo.

Para el diagnéstico de FA por IHQ se utiliz6 un anticuerpo
monoclonal dirigido contra el antigeno E del virus de FA, y
también fluido ascitico inmune de ratén (policlonal) para
comparar los resultados con ambos. Si bien es cierto que
los anticuerpos monoclonales son usualmente superiores a
los policlonales, éstos tendrian las siguientes ventajas sobre
los primeros: a) la presencia de una mezcla de anticuerpos
contra varios epitopes en el policlonal incrementa las
posibilidades de unién al antigeno, porque al menos algunos
epitopes resistiran el procesamiento del tejido; b) mas
anticuerpo se depositara por molécula antigénica,
incrementando la eficiencia de la deteccién. En nuestro estudio
hubo buena correlacién ente los resultados obtenidos con el
policlonal y el monoclonal contra el antigeno de FA.

De los 55 casos examinados, histopatol6gicamente fueron
diagnosticados como FA 15 casos, de los cuales s6lo nueve
dieron positivo para el antigeno de la FA por IHQ, siendo 2 de
ellos también positivos para el antigeno de superficie de la
hepatitis B. Con esto ultimo, surge la inquietud de investigar si
existiria una variacion significativa en la sintomatologia y tiempo
de enfermedad entre los casos de FA y aquellos positivos tanto
para FA como para HBsSAg. En este caso no encontramos
variacion significativa, pero para conclusiones estadisticas
requerimos de un mayor tamafio muestral. Clasicamente, la FA
cursa con fiebre, malestar, postracion, anorexia, nauseas y
vomitos, cefalea y mialgias en los primeros tres dias de
enfermedad. A partir del cuarto dia se agregan complicaciones
hemorragicas, ademas de ictericia, oliguria y delirio; y después
del 7° dia se llega al estupor, coma o hipotensién y shock con
anuriat. Revisando la literatura, existe solo una referencia que
data de 1960, la cual sostiene que una situacion de portador
de la hepatitis B prexistente no afectaria la expresién o
severidad de la FA'. Los adultos inmunocompetentes pueden
limpiar el HBsAg del suero dentro de los 6 meses en mas del
95% de los casos. El estado de portador crénico se define
arbitrariamente como la persistencia del HBsAg en suero por
mas de 6 meses. 70 a 90% de pacientes con infeccion crénica
con el virus de la hepatitis B tienen niveles de
aminotransferasas normales, y se les denomina “portadores
sanos”. El curso clinico de los portadores de HBsAg es
generalmente benigno. En un estudio de seguimiento a 69
portadores de HBsAg por 10 afios se encontré que sélo uno
de ellos desarroll6 progresion a estadios mas avanzados'?.
Ninguno desarrollé hepatocarcinoma o fallecio de enfermedad
hepética. Otro estudio hecho en Austria en portadores de
HBsAg mostro que sélo 1,6% de casos desarrollaron hepatitis
cronica activa o cirrosis. En dicho estudio, a pesar de la
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ausencia de sintomas, hallazgos fisicos y elevaciones de
aminotransferasas, se reportd histologia anormal del higado
en 5% de pacientes y uno desarroll6é hepatocarcinoma?®?, lo que
llama a alerta en esta situacion de portador crénico.

Es importante también destacar el alto porcentaje de casos
considerados como “otras hepatitis inespecificas” (39%).
Siendo urgente ampliar nuestras capacidades diagnésticas con
IHQ a otros agentes (Hepatitis A, C, leptospira, dengue) que
nos permita aclarar la etiologia de estas hepatitis. El hecho de
que en nuestro territorio suceda que una zona hiperendémica
para HVB puede ser también escenario para la presentacién
de casos de FA, justifica seguir investigando si nuestros
resultados concuerdan con lo reportado previamente. Pero,
como mencionamos antes, la casuistica estudiada es pequefia,
méas constituye un primer paso para continuar las
investigaciones sobre este tema.
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