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Resumen

Obejivo: Confirmar lapresenciadel antigeno del virus delafiebre amarillaen muestras de higado. Material
y Métodos: Se aplicd latécnicadeinmunohistoquimicaen muestras de higado de 34 pacientes procedentes
delasdiferentesregionesdel paiscon diagndstico clinico defiebre amarilla, durantelosafios 1999 a2001. A
los cortes detejido (higado parafinizado) se aplico estatécnicacon anticuerpos monoclonalesy policlonales
contraFA y el complejo biotina-streptavidina. El control positivo fue el higado de un paciente con diagnostico
seroldgico e histopatol 6gico de fiebre amarillay el control negativo una muestra de higado obtenida de la
necropsia de un paciente con patologia no hepética. Resultados: La positividad se dio por una tincién
marrén en el citoplasma hepético. Las muestras negativas carecen de estatincion. Se confirmé lapresencia
deantigeno defiebreamarilladurantelosafios 1999 al 2001. L as 34 muestras procedieron delos departamentos
de San Martin, Junin, Cuzco, Huanuco, Loreto, Pasco, y Ucayali. Conclusién: La técnica de
inmunohistoquimica constituye una herramienta de diagndstico por su alta sensibilidad y especificidad
(ambas 90%), para estudios epidemiol gicos en los que se puede realizar un diagndstico retrospectivo.
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Immunohistochemistry in the diagnosis of yellow fever

Abstract

Objective: To determinethe presence of yellow fever virusantigenin liver samples. Material and Methods:
Immunohistochemistry assay was used in liver samples obtained from 34 patients from 1999 through 2002;
they lived in different regions of the country and presented clinical diagnosis of yellow fever. Monoclonal
and polyclonal antibodies against yellow fever virus and biotin-streptavidin complex were applied to liver
sections (paraffinized-liver). A liver sample from a patient with serological and histophatological diagnosis
of yellow fever was used as positive control and anegative control wasaliver sample obtained at necropsy
from a patient without liver disease. Results: Brown staining of the liver cell cytoplasm was considered
positive. The presence of yellow fever virus antigen was confirmed in the 34 liver samples studied from 1999
to 2001. Patients came San Martin, Junin, Cuzco, Loreto, Pasco and Ucayali departments. Conclusion:
Immunohistochemistry assay isauseful diagnostic tool for epidemiologic studiesduetoitshigh sensitivity
and specificity (90%), when aretrospective diagnosis may be performed.
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La fiebre amarilla (FA) es una
enfermedad infecciosa aguda que en su
forma grave se caracteriza por un cuadro
icterohemorragico de corta duracién
(habitualmente menos de 10 dias) y
elevada mortalidad. Se presenta en forma
epidémicay es causada por un virus ARN
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delafamiliaFlaviviridae. Laenfermedad
se presenta en dos formas
epidemioldgicas: la forma urbana y la
forma selvatica, clinica e histopatol 6-
gicamente semejantes (%).

En 1995, sereportd en el pais 440 casos,
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incluyendo 169 muertes, en un periodo de
6 meses. En 1999, se reportd 25 casos de
FA por histopatologia. El afio 2000 hubo
un total de 6 casos positivos diagnosticados
por serologia Mac Elisa y 3 por
histopatologia. El afio 2001 se diagnostico
untotal de 27 casos por serologiay 4 casos
positivos solo por patologia (*).

En nuestro pais, la forma predominante
de transmision durante los Ultimos 50 afios
es la FA selvatica. Las zonas que han
notificado el mayor niumero de casos
durante este periodo son |l os departamentos
de San Martin, Junin, Cerro de Pasco,
Huanuco, Apurimac, Ayacucho, Ucayali,
Madre de Dios, Puno, Cuzcoy Loreto (?).

En la actualidad, existen pruebas de
laboratorio parael diagnostico de FA, como
son l|la serologia, cultivo celular,
histopatologia, técnicas de biologia
molecular -como PCR a partir de tejidos
fijados- y la inmunohistoquimica (IHQ).
Esta técnica empezd a desarrollarse con
Coons (%), quien anadi6 fluoresceina a las
mol éculas del anticuerpo y observo los
cortes de los tejidos en el microscopio con
luz ultravioleta. La IHQ identifica,
mediante técnicasinmunol égicas, el origen
delascélulas, tejidosy agentesinfecciosos
en frotis o en cortes histolégicos y se basa
en lacapacidad delos anticuerpos de unirse
especificamente a los correspondientes
antigenos; esta reaccion es visible solo si
el anticuerpo estd marcado con una
sustanciaque absorbe o emiteluz o produce
coloracion (). Las células producen
proteinas que actian como antigenos, los
cuales aplicados a seres vivos (ratas,
conegjos, etc.) estimulan la produccién de
anticuerpos. LalHQ entoncesesunatécnica
de inmunotincidn que permite demostrar
una variedad de antigenos presentes en las
células o tejidos, utilizando anticuerpos
marcados.

La limitacion de esta tecnologia se da
en el tiempo que transcurre desde latoma
de muestra (tejido) hasta la fijacion del
mismo, el cual no debe exceder de cuatro
horas posmortem, para obtener cortes

histol 6gicos 6ptimosy asi realizar un buen
diagndstico histopatol 6gico e
inmunohistoquimico. Cuando la muestra
es tomada después de las horas indi cadas,
se produce laautdlisis (cambios autoliticos
por malafijacion) y eso hace imposible el
diagndstico.

Estatecnologia ha sido empleada con el
objetivo de detectar histol6gicamente
antigenos virales de FA evaluados
previamente por histopatologia, en tejidos
de pacientes con sospecha de FA. Ello se
justifica, ya que a pesar de los costos
(elevados) es considerado como un
procedimiento efectivo y en algunos casos
indispensable. Con la histologia con
hematoxilina eosina no se logra visualizar
este compl g 0 antigeno- anticuerpo, porque
son mol éculas muy pequefias eincoloras (4).
Actualmente, se produce gran numero de
anticuerpos, con un alto grado de pureza
(monoclonales), elevada sensibilidad
(detectan anti cuerpos aunque se encuentren
en cantidades muy pequefias) Yy
especificidad (reconocen el antigeno que se
busca con minimas reacciones cruzadas),
por ejemplo, en cortes de rifidn, piel y en
ganglioslinfaticos, |os cual es son utilizados
enlalHQ (®).

MATERIAL Y METODOS

Estudio descriptivo que incluydo 34
muestras de higados (todas de pacientes
fallecidos) procedentes de las diferentes
regiones del pais con sospecha clinica de
FA, a las que se realizé un analisis
Inmunohistoquimico para identificar
antigeno (Ag) especifico de fiebre
amarilla. Estas muestras pertenecen al
archivo del Departamento de Patologia del
I nstituto Nacional de Salud.

Con relacién al procedimiento de
inmunohistoquimica, se realizé un
diagnostico histopatol 6gico alas muestras
de higado previamentefijadasen formol al
10%. Los cortes fueron colocados en el
procesador automatico de tejidos (tiempo
de procesamiento 12 horas en cada bano)
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por 45 minutos en cada paso de: etanol 70%
(2 pasos), etanol absoluto (2 pasos), xilol
(3 pasos), parafina (2 pasos). Se obtuvo
secciones (cortes) de 3- 4 u por medio de
un micrétomo digital. Estas fueron
extendidas sobre laminas portaobjeto,
coloreadas con hematoxilina-eosinay vistas
al microscopio para el diagndstico
histopatol 6gico respectivo. Paralatécnica
delHQ, los cortes fueron extendidos sobre
lami nas silanizadas, que permite unamejor
fijacion delostegjidosalalamina. Antesde
comenzar el trabajo, los cortes fueron
sometidos a los procesos siguientes:
desparafinacion -se efectud colocando las
laminas en estufa a 57°C por 10 minutos,
Xilol- en dos pasos paraterminar de extraer
el resto de parafina contenida en el tgjido;
y rehidratacién, las laminas fueron
sumergidas en etanol absoluto por 10
minutos (2 pasos) y en etanol al 90% por
10 minutos (2 pasos). Posteriormente, se
lavd 3 veces con aguadestiladay se aplico
solucién de peroxido de hidrégeno al 30%,
gue actua bloqueando las peroxidasas
endogenas. Selavo en aguadestiladay PBS
(pH 7,2- 7,4). Se colocd6 bloqueador de
proteinas libres en suero (bloquea las
proteinas inespecificas presentes en el
higado), sedecantéy sinlavar se colocé los
anticuerpos. Se tuvo muestras por
duplicado, wuna para anticuerpos
policlonales (fluido ascitico deratén) y otra
para anticuerpos monoclonales. EI
anticuerpo policlonal fue estandarizado a
una dilucién de 1/600. El anticuerpo
monoclonal fue estandarizado a una
dilucién de 1/5000. Se aplicé luego el
sistema de deteccion de IHQ, formado por
la inmunoglobulina antiratén-anticonegjo
biotinilada y el conjugado estreptavidin-
peroxidasa. Ambos reactivos detectan el
antigeno presente en el tejido, reaccionando
con el anticuerpo primario. Para que esta
reaccion fuera visualizada, se aplicé una
gota de solucidn sustrato- cromoégeno
diaminobencidina liquida (DAB) y se uso
como colorante de contraste Ila
hematoxilina. Como control positivo se
utilizé el higado de un paciente con
diagndsti co serol égico e histopatol 6gico de
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fiebre amarilla. Como control negativo se
usd una muestra de higado obtenido de la
necropsia de un paciente con patologia no
hepatica. Todo este procedimiento fue
realizado en cadmara humeda. La
positividad estuvo dada por algun grado de
tincion marrén en el citoplasma de los
hepatocitos, 1o que fue contrastado con una
coloracion azul-morado por la
hematoxilinausada como contraste.

RESULTADOS

La presencia de antigenos del virus de
FA fue demostrada por algun grado de
tincion color marrén en el citoplasmadelos
hepatocitos, en muestras de higado de
pacientes con diagndstico clinico de esta
enfermedad. Se obtuvo buen contraste entre
el tgjidoy el colorante hematoxilina(Figura
1).

Durante 1999, en los 27 casos incluidos
se confirmad lapresenciade antigeno de FA
por inmunohistoquimica (47,3%). La
poblacidn masculina fue de 88% (24/27),
DE 26,9+8,9. En el 2000 se encontrd 1/20
(5%), con una poblacién masculinade 5%
(1/20); y en el 2001, fue de 6/20 (30%), con
una poblacién masculina de 85% (6/7) y
DE 32,3+11,2. Los casos de FA por IHQ
segun procedencia son explicados en la
Tabla 1.

Antigeno de fiebre amarilla
(citoplasma hepético)

Figural. IHQ fiebre amarilla.
Tincion color marrén en el citoplasma de |os hepatocitos.
Método estreptavidin-peroxidasa (LSAB). 100X.
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Tabla 1. Casos de fiebre amarilla por IHQ
segln procedencia.

Procedencia 1999 2000 2001 Total

San Martin
Ayacucho
Junin
Huanuco
Cuzco
Loreto
Pasco
Ucayali

Total 27 1
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DISCUSION

Las ventajas de la IHQ es que tiene
utilidad diagnéstica en identificar la
diferenciacion de marcadores prondsti cos
de neoplasias (marcadores tumorales) (),
nos permiteidentificar el origen del tumor
y en ocasiones podemos diferenciar entre
hiperplasia benigna y neoplasia maligna
(por giemplo, en linfomas). También nos
permite inferir sobre la respuesta al
tratamiento, tiempo libre de recurrenciay
el prondstico (por ejemplo, en glandula
mamaria). Ademas, existen anticuerpos
gue nos permiten reconocer en tejidos a
parasitos (Pneumocystiscarinii), virus (de
hepatitis, papilomavirus, citomegalovirus,
etc), bacterias (Helicobacter pylori) y
otros.

Sus desventajas son fal sos negativos por
anticuerpo inadecuado, por estar caduco,
degradado o por dilucién inadecuada,
pérdida de antigenos (por difusiéon o por
necrosisdel tejido, por lo que esimportante
el lapso entre la muerte del paciente y la
toma de muestra), densidad menor del
antigeno, esto en relacién con la capacidad
de deteccion (producciédn minima o rapida
liberacién). Losresultados fal sos positivos
son mas peligrosos y pueden deberse a:
reactividad cruzada, unién inespecificacon
el antigeno buscado, especial mente cuando
se utiliza anticuerpos policlonales,
presencia de peroxidasa enddgena,
atrapamiento de células normales entre
células tumorales, liberacion de proteinas

solubles de células normales, las cuales
pueden penetrar al intersticio y ser
fagocitadas por macrofagos y por células
tumorales (7). Por esta razén, se corrio
conjuntamente controles negativos, que
correspondian a una muestra de higado
obtenidaen lanecropsiade un paciente con
patol ogia no hepatica.

Los diferentes ensayos de las técnicas
inmunohistoquimicas que se realizaron
permitieron hallar las diluciones 6ptimasde
los anticuerposy lostiemposdeincubacion
mas eficientes. L a sel eccidn de parametros
adecuados se bas6 en la nitidez de las
laminas, un resultado positivo bien definido
y un contraste claro entrelos positivosy los
controles. Esta experiencia indica que el
tiempo de incubacién en camara humeda
con el anticuerpo primario durante 10
minutos es suficiente paraunabuenaunién
de antigenos virales por parte de
inmunoglobulinas policlonales vy
monoclonales. Ademas, se determind que
ladilucion del anticuerpo que permite una
mayor inmunorreactividad positiva para
esta tecnologia es de 1/5000 para el
anticuerpo monoclonal y 1/600 para el
policlonal.

Nuestros resultados son satisfactoriosy
pueden ser comparados con los de otros
autores, quienes han demostrado diferentes
antigenos virales en tegjidos. Asi, estan los
resultados obtenidos por Hall y otros en la
demostraci 6n de antigenos del denguey del
virus de fiebre amarilla en tejidos
embebidos en parafina ¢). Otros autores
han demostrado diferentes antigenosvirales
en tgjidos, como los resultados obtenidos
por Ricaurtey otros con fiebre amarilla (°),
Sarmiento y otros, (*) Faran y otros en la
deteccion de antigenosdel virusdelafiebre
del valle de Rift en secciones parafinadas
de mosquitos transmisores (*); y en la
determinacion delosnivelesséricosde lgA
contra el antigeno de la cépside viral del
virus Epstein-Barr *). Muchos de estos
autores utilizan diferentes variantes del
método delaavidina-biotinacomo sistema
amplificador de lareaccion.
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También las técnicas estreptavidina-
biotina han sido utilizadas en la deteccion
de otros agentes no virales, como
Mycoplasma pulmonis en tejidos
parafinados, y han mostrado una alta
sensibilidad (*¥). Incluso, Miliosy Leong
demostraron que la técnica avidina-
bi oti na-peroxidasa puede detectar unagran
variedad de antigenos en secciones
histol 6gicas estandar de tejidos normales
previamente tefiidos con hematoxilina y
eosina, sin reduccion detectable de la
sensibilidad (*).

Cuando se requiere estudiar tejidos
archivados por largo tiempo, es preferible
utilizar los bloques de parafina, pues
conservan los antigenos mejor que el tejido
almacenado en formol. También se puede
utilizar laminas con cortes tenidos
previamente con hematoxilina eosina; al
destefiirlos, no se afectan |os epitopes (*).

También, se hamejorado losfijadoresde
lostejidos paraconservar los antigenos; sin
embargo, sigue siendo util el formol
amortiguado al 10%. Antes se pensaba que
entre mas tiempo estuvieran los tejidos en
el formol se lograba una mejor fijacion.
Actualmente, se prefiere tiempos cortos (8
a 10 horas), ya que se sabe que las células
pueden perder los antigenos por difusion.
El fijador en ocasiones enmascara el sitio
delacéluladonde se manifiestael antigeno
(epitope). Paradesenmascarar | os epitopes,
se hadesarrollado técnicas mediante el uso
deenzimas o decalor. Entre éstas escomun
el uso de ollas de presién o el horno de
microondas. Esta técnica requiere
estandarizacion, precisidny estricto control
de calidad. Un elemento importante a
considerar es la 6ptima preservacion del
tejido (maximo 4 horas posmortem) y por
ende delos antigenos. Estos, en su mayoria
se conservan adecuadamente después de la
fijacion en formalina e inclusion en
parafina. Algunosson maslabilesy solo son
detectados en cortes de congelacion. La
mayoria de reactivos usados en IHQ son
potencialmente carcindgenos y su
mani pul acidn debe ser cuidadosa.
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De estainformacion se concluye que, la
técnica de inmunohistoquimica constituye
unadelas herramientas Utiles de diagnodstico
especifico por su gran valor diagnéstico, el
cual también puede ser usado para la
identificacion de otras etiologias, como
Leishmanias (Amastigotes en tejidos)
hepatitis B, dengue, rickettsiosis(en células
endoteliales), etc (*). Estatecnologiapodria
ser transferida a los laboratorios de
referencia regionales, en donde se tenga
implementada el area de Anatomia
Patol6égica. Lamentablemente, esta
implementacién implica un costo elevado,
alo que se sumalaescasez de patdlogos en
el interior del pais.

Dada la situacion epidemioldgica que
exhibe esta enfermedad, es necesario
disponer de pruebas diagndsticas que
permitan realizar oportunas medidas de
control y prevencién. Puesto que la
letalidad de los pacientes con fiebre
hemorragica hospitalizados, puede ser de
30 a 80% (), hay casos en que el
diagndstico no puede hacerse mediante
serologia, por haberse producido lamuerte
del paciente y no disponerse del suero de
convalecencia. A 10 que se suma, a veces,
el fracaso del aislamiento viral. En ellos,
s6lo queda la opcidn del diagndstico
retrospectivo, en el que las técnicas
inmunohistoquimicas gozan de una gran
aceptacion ().
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