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1. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DE LA HEPATITIS

La ictericia y su relacién con la enfermedad hepAdtica parecen

tan antiguos como la historia de la humanidad.

Existen evidencias de la misma en el Talmud, siglo V a.C., ¥
sin embargo la naturaleza epidémica de la ictericia no se observéd
hasta el siglo VIII d.C., lo que sugiridé su naturaleza epidémica y'

se recomendaron medidas de aislamiento para prevenir contagios.

En el siglo XVIII se describieron ictericias epidémicas ¥y
posteriormente, durante las guerras que ocurrieron hasta el siglo
XIX, sucedieron numerosos brotes de hepatitis en los distintos

ejércitos (1).

El primer brote de ictericia de transmisién parenteral fue
descrito en relacidén con una vacunacién contra la viruela, pero no
fue hasta el afo 1908 cuando se sugirié que el agente causal de la

ictericia epidémica era un virus (2,3}.



Se confirmé la transmisién parenteral de la hepatitis durante
la Segunda Guerra mundial cuando se observé tanto la presencia de
casos aislados en relacidén con transfusiones como formas epidémicas
ocurridas tras vacunaciones contra el sarampidn v la fiebre

amarilla (4).

En 1944 v como resultado de experiencias en voluntarios sanos
se diferencian claramente dos tipos de hepatitis virales, la A y la
B (5,6). La primera, de ocurrencia esporadica o epidémica ¥
transmisible por via fecal-oral y parenteral, y 1la segunda de
contagio exclusivo por via parenteral. Apenas veinte aflos mas
tarde, se describieron los virus MS1 v MS2 como agentes etioldgicos
de las hepatitis tipos A ¥y B, respectivamente, observdndose un

preriodo de incubacién prolongado para el virus MSZ (7).

A partir de este momento y con la combinacidén de avances en
los campos de la immunologia, microscopia electrénica y bioclogia
molecular, el conocimiento del wvirus de la hepatitis B en sus
variadas facetas {morfolégica, inmunolégica, epidemiolégica,

patogénica vy carcinogénica) ha aumentado considerablemente.



1.2 SOBRE EL VIRUS B DE LA HEPATITIS

1.2.1 ASPECTOS HISTORICOS

En 1965, Blumberg y cols. (8), investigando la presencia de
isoprecipitinas en suero de enfermos politransfundidos, usando un
panel de 24 sueros procedentes de individuos normales y de
distintas poblaciones, observaron que suercs correspondientes a dos
hemofilices formaban una linea de precipitacidén con el suero de un

aborigen australiano.

En consecuencia, la proteina sérica con la que la
isoprecipitina de los hemofilicos habia reaccionado fue denominada

antigeno Australia.

Al realizar estudios epidemiolégicos e inmunolégicos de esta
reaccién, se encontré gque su incidencia era alta en las leucemias
agudas, por lo que se sugirié por un lade un posible valor en el
diagnéstico precoz de dicha enfermermedad, y por otro lade, su

posible asociacidén a un hipotético virus como factor etioclégico.

Posteriormente, se amplid el grupo de enfermedadez que
mostraban frecuente asociacidn con el antigeno Australia al

sindrome de Dawn y a la hepatitis (9).



El hecho de que se encontraran diferentes especificidades
inmunolégicas del antigeno Australia demostraba de forma indirecta
que existia un virus cuyo genoma podia expresarse de forma variada
fenotipicamente, y gque esta expresién podria servir para la
identificacién de portadores de hepatitis, si bien tendria més

importancia epidemiolégica que clinica (10,11).

En 1970, Dane y cols. descubrieron particulas de 42 nm de
didmetro en pacientes con serologia positiva para el antigeno
Australia y sugirieron que dichas particulas correspondian al virus
completo. Simultaneamente, identificaron unas particulas més
pequefias, esféricas, de 22 nm, gsi como otras de morfologia tubular
de hasta 200 nm de longitud ¥y del mismo didmetro, ambas

consideradas material de envoltura viral fabricado en exceso (12).

Analizadas las particulas de 42 nm, se¢ observd gue estaban
constituidas por una envoltura externa de 7 nm situada alrededor de
un nucleo central de 28 nm denominado core. El core contenia ADN
polimerasa y una molécula de ADN bicatenario de disposicién
circular y de wuna longitud media estimada por microscopia
electrdnica {(ME) de 0.78 % 0.09 pm, lo que corresponde a un peso

molecular de 1.6 x 10f daltons (Fig 1) (13-186)}),

El material de envoltura viral fue denominado antigeno de
superficie (HBsAg), y estd formado por una proteina sintetizada por

la zona "S" del genoma viral y constituye la membrana mas
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Figura 1. ESQUEMA DEL VBH VISTO POR MICROSCOPIA ELECTRONICA



periférica de la estructura del virus.

La intensa tincidén citoplasmica cuando se tifie el HBsAg
tisular con su anticuerpo especifico (Anti-HBs) se corresponde, a
nivel ultraestructural, con la presencia de abundantes estructuras
tubulares y circulares de 20 - 30 nm de didmetroc en las cisternas
del reticulo endoplédsmico liso. Dichas estructuras corresponden a
material de envoltura viral cuya sintesis estda codificada en exceso

por la zona "S8" del genoma viral (17).

Estudios por ME evidenciaron abundantes particulas de aspecto
viral cuyos diAdmetros eran de'28 nm tanto en el nilicleo como, de
manera mis ocasional, en el citoplasma de pacientes con hepatitis
asociada a antigeno Australia. Las particulas parecian corresponder
a nucleocépside sin envoltura externa (18). Posteriormente, las
mismas particulas han podido ser también observadas en el nucledlo

(19).

Hoy sabemos que la nucleocapside estd constituida por una
proteina cuya sintesis estd codificada por la zona "C" del genoma

viral y que sirve de envoltura para el ADN viral (Fig. 2).

La nucleocAdpside o cubierta del nucleo viral, se corresponde
con el antigeno core (HBcAg) mientras que la envoltura externa del
virus completo se corresponde con el antigeno de superficie (Fig.

3).
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La observacién de la coincidencia ¢linica de la particula Dane
con un nuevo determinante antigénico, al que se identificéd como
antigeno e (HBeAg), asi como la coincidencia con los anticuerpos
contra los antigenos core (Anti-HBec) vy e (Anti-HBe) sugiridé que el

HBeAg es un componente de la particula Dane (20).

Se ha evidenciado que ambas proteinas (HBcAg y HBeAg) estén
producidas por el mismo gen. Es decir, dicho gen tiene dos codones
de iniciacidn distintos y, dependiendo del codén donde se inicie la
transcripcién, es producida una U otra proteina: la que es socluble
vy se segrega después de haber sido modificada en el reticulo
endopldsmico (HBeAg) o la que se retiene (HBcAg) para ser luego

incorporada como nucleocdpside del virus completo (21).

1.2.2 MORFOLOGIA DEL VIRUS B DE LA HEPATITIS (VBH)

El VBH pertenece al grupo de los hepadnavirus, que se
caracterizan por ser virus ADN de pequeho tamaho con tropismo por

el higado.

El1 ADN del virus B esta formado por sélo 3.200 pares de bases
y es el genoma viral de ADN de menor tamafio capaz de infectar al

ser humano.

La organizacién compacta del genoma viral permite el uso

10



miltiple de muchas de sus regiones. Ello se debe a la existencia de
regiones de transcripcidn superpuestas entre si, asi como por la
presencia de secuencias reguladoras de genes dentro de estas mismas

regiones de transcripcién (22).

El ADN del wvirus B es circular y parcialmente bicatenario,
manteniéndose la estructura circular por el apareamiento de 224

pares de bases en los extremos 5' de ambas cadenas (Fig. 4).

La cadena completa tiene una 1longitud fija de 3.2 Kb,
denominédndose banda L o (-), que es complementaria a los ARN

mensajeros virales (Fig. 5).

La cadena complementaria mide del 20 al 80 % de la cadena

completa y se denomina cadena S o (+).

Sobre la cadena L {(-) se localigan cinco regiones de lectura
abierta (open reading frames, ORF) que se superponen de forma
irregular (22). Se entiende por zona de lectura abierta u ORF a
los segmentos del genoma viral capaces de dirigir la sintesis de
proteinas especificas del virus, va sean constituyentes

estructurales o funcionales (Fig. 6).

Las cuatro primeras ORFs, denominadas S, C, P y X codifican
respectivamente para las proteinas de 1la envoltura del virus

(HBsAg), de la nucleocapside (HBcAG y HBeAg)}, la ADN polimerasa

11
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FIGURA 4. ESTRUCTURA BASICA DEL GENOMA DEL VBH
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0 TERMINACION 3 COMUN

FIGURA 5. GENOMA DEL VBH :

AREAS DE TRANCRIPCION PARA LA SINTESIS DE
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DNA POLIMERASA

SUPERPOSICION DE LAS AREAS TRADUCTORAS DEBIDO
A LA ESTRUCTURA COMPACTA DEL VIRUS

FIGURA 6. GENOMA DEL VBH:
POSICION DE LAS SECUENCIAS DE GENES
DESDE CODON DE INICIACION A CODON DE TERMINACION
Y SENTIDO DE LA TRANSCRIPCION DE LOS O.R.F.
HASTA AHORA IDENTIFICADOS
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({ADNp) vy la proteina X (HBxAg). Esta tltima es, al parecer, una
quinasa proteica con propiedades transactivadoras de genes
reguladores del virus, y mas especificamente relacicnada con la

region de funcién aumentadora de la expresién genética. (23-25).

La expresidn de estas proteinas transcritas tiene
significacién clinica como indicativos de replicacién viral, de tal
forma que la presencia de HBeAg ¥ ADNp en suero asi como la de
HBcAg nuclear en tejide son indicatives de altes niveles de
replicacidén. En cambio, una tincién citopldsmica del HBcAg v la
ausencia de HBeAg y ADNp en suero indican baja replicacidén viral

(Tabla I}.

De los dos ORFs restantes, la ORF6 se localiza curiosamente en
la cadena corta del ADN viral y se transcribe en sentido contrario
& las demas ORFs, v tanto ésta como la ORF5 tienen una funcidén ain

no clarificada (Fig. 7).

En las ORFs se contienen ademds seis secuencias de nucledtidoes
que son receptores de proteinas especificas y que se detallan a

continuacién (Fig. 8).
Al producirse la unién entre dichas proteinas y las secuencias

de nucledétidos mencionadas se regulan tanto la replicacidén viral

como la expresidén del material genético.

15



TABLA I. MARCADORES SEROLOGICOS Y TISULARES DE

MARCADOR

EN SUERO:
HBsAg
Anti-HBc
Anti-HBs
HBeAg
Anti-HBe
VBH DNA

VBH DNAp

EN TEJIDO:

HBsAg

HBcAg

VBH DNA integrado

VBH DNA episdmico

REPLICACION VIRAL

REPLICACION BAJA

+ [

+
citoplasmico

+

16

REPLICACION ALTA

+

nuclear
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Esto distingue al virus B de la hepatitis de otros virus donde
los nucleétidos receptores para proteinas reguladoras asientan en

segmentos no-ORF de su genoma,

Las secuencias de 11 pares de bases repetidas dos veces ¥y
relacionadas con la replicacién son denominadas DR 1 ¥ DR 2 (Direct

Repeat) (26).

La DR 1 asienta dentro de la ORF precore vy es el lugar donde
se inicia la sintesis de la cadena L o (-) del ADN. La DR 2, que
asienta donde se superponen las ORF polimerasa y X, actia como

lugar de iniciacién para la sintesis de la cadena S o (+) del ADN.

Una secuencia de 62 nucledétidos forma la regidén denominada U5
like, por su parecido estructural a la regién 5' del genoma de los
retrovirus con funcidén de iniciacidén de sintesis de cadena (-) de
ADN. Su funcién, en el VBH, es aun imprecisa, aunque probablemente

esté también relacionada con la sintesis del ADN (26).

Las otras tres secuencias son: la sefial de poliadenilacién
(Poly-A), esencial para la terminacién de la transcripcidn, el
aumentador (enhancer, ENH) que mejora los niveles de trancripciédn,
v el elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE), que unido a un

receptor hormonal aumenta el nivel de transcripcién de ciertos

genes (27,28).
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1.2.3 MULTIPLICACION VIRAL

La replicacidén del VBH (29) comienza por la elongacién de la
cadena S del ADN debido a la accién de la ADN polimerasa wviral,
formandose asi un ADN bicatenario con estructura circular que se

cierra por uniones covalentes {(Fig. 9).

A continuacidén, por medio de una ARN polimerasa celular, se
transcribe el ADN, generandose un ARN pregendmico de 3.5 Kb. Este
ARN servird de molde para que se sintetice la cadena L del ADN

viral por medio de una transcriptasa reversa viral.

A continuacién, se sintetiza la cadena S del ADN viral

complementaria de la cadena L.

De forma parecida a los retrovirus, para la transferencia de
informacién desde el ARN al ADN, el virus B de la hepatitis utiliza
una transcriptasa reversa para la transcripcion de un ARN
intermedio., Ello produce un acimulo de cadena L en el lugar de la

replicacién, donde serd molde para la cadena S,

Las tltimas fases de la replicacién viral tienen lugar en el

citoplasma celular (30-32).
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FIGURA 9. REPLICACION DEL VBH
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1.3 PATOGENTA.

1.3.1 ASPECTOS GENERALES

Desde los afios 30 y por estudios veterinarios, se sabe que
existen enfermedades virales cuya sintomatologia aparece bastante

después de la exposicidén al agente etioldgico (33).

Para que una infeccidn viral sea prolongada, el virus no debe
ser letal para el huésped. Por lo tanto, la seleccién natural
favorece tanto a cepas virales que permiten la supervivencia del
huésped como a huésfedes que no son afectados fatalmente por el

virus (33).

Los cuadros clinicos resultantes son variados ya que el patrén
de persistencia depende tanto del virus como del huésped; es decir,

un mismo virus produce cuadros distintos segiin el huésped.

Hay infecciones en las que el virus es identificable ¥y
cultivable, pero en otras en cambio el agente etiolégico no se
identificar por los métodos habituales de diagndéstico, existiendo
inclusc casos en los que ni el sistema inmunoldgico del huésped

puede detectarlos (34).
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En cualquier caso, el genoma viral completo estad presente

mientras dura la infeccidn.

La deteccién de la infeccién viral mantenida se basa en los
efectos citopAticos ocasionados por el virus {elevacién de las
transaminasas}, en los cambios serolégicos de tipo inmunclégico
(positividad antigeno/anticuerpo) y en la identificacién tisular de

la expresién de proteinas virales {(inmunohistoquimica).

En aquellos casos en gque ninguno de esos métodos consiga
detectar la infeccién, la hibridacién de Adcidos nucleicos se revela
especialmente Gtil por ser capaz de evidenciar incluso genoma viral

incompleto o inactivo (35).

Se produce una infeccién latente o prolongada cuande virus no
citoliticos infectan células "permisivas" (permiten la replicacién)
o celulas "semi o no permisivas" susceptibles de ser transformadas

por el virus (36).

Algunos virus ADN y retrovirus son capaces de insertar su
material genético en el genoma del huésped, lo que se denomina

integracién (37).

Alin en el caso de que sélo parte del genoma viral sea
insertado en el genoma del huésped, su efecto puede ser

considerable aunque no se detecte otra forma de expresién viral
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(serolégica o tisular) o ésta sea muy pequeifia.

En el caso de que el genoma viral se integre en el ADN del
huésped, la infececidn sera transmisible por el 4vulo o

espermatozoide (33).

Una consecuencia de la infeccidén viral oprolongada es la
transformacién neopldsica. Factores que influyen en el desarrollo
de la neoplasia son: la edad en el momento de producirse la
infececidn, la competencia inmunolégica del huésped, y la

integracién del genoma viral.

Posiblemente, la integracién actde activando oncogenes tras la

insercién de secuencias virales reguladoras (38).

1.3.2 ASPECTOS ESPECIFICOS DEL VIRUS B

Se conocen dos tipos de infeccidén por el VBH: transitoria y

prolongada.

En la infeccidén transitoria o aguda, la respuesta inmunitaria

del huésped resulta en la curacidén de la hepatitis y la eliminacidn

del virus.
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En la infeccidén prolongada, el sistema inmunitario del huésped
no puede eliminar el virus. E1 ADN viral acaba incorporandose a las

células del huésped después de un tiempo relativamente largo de

portador.
En consecuencia, la infeccidén prolongada se traduce
clinicamente en hepatitis crénica, cirrosis y posiblemente

hepatocarcinoma (39-41}.

Por lo tanto, es importante distinguir entre ambos tipos de
infeccidén y para ello se ha usado, entre otros métodos, el titulo
del anticuerpo contra el core_(Anti-HBc), especialmente si es de
tipo IgM que es positivo en la infeccién aguda y en la cronica con

replicacién viral activa (42),

Existe evidencia de que el VBH no es directamente citopatico
sino gue la lesidén hepdtica es mediada por la inmunidad celular
dirigida contra hepatocitos gque expresan simultaneamente un

antigeno HLA de clase I y el HBcAg (43-45).

Recientemente se han reconocido como mAs directos mediadores
de la citolisis a linfocitos T CD8+ activados, que expresan la
molécula inductora de activacidén (sctivation-inducer molecule,
AIM), los cuales se han localizado en las zonas portal y periportzl
de hepatitis crénicas en relacién con las Areas de necrosis

hepatocelular (44).
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El papel del sistema inmunitario en la infeccién prolongada
por el VBH ha sido también demostrado al observar que enfermos
infectados y a su vez tratados «con inmunosupresores y/o
quimioterapia sufren un dafioc hepatico agudo cuando se suprime la

inmunosupresidn.

Se explica este fenbmeno por la supresién del sistema
inmunitario secundaria al tratamiento, lo que facilita la
replicacidn viral y resultando en un gran nimero de hepatocitos
infectados. Al volver 1la inmunocompetencia 'del huésped a la
normalidad, se ohserva una mayor defensa contra el virus con la

consiguiente citolisis de los hepatocitos infectados (46,47).

La propia infeccidn prolongada por el VBH provoca también
transtornos de naturaleza inmunolégica, mediados sobre todo por el
depdsito de inmunocomplejos, reconociéndose entre ellos la
enfermedad del suero, algunas glomerulonefritis, y una forma de

periarteritis nodosa (48).

Aunque el VBH manifiesta un tropismo selective por el higado,
como todos los hepadnavirus, debido a la facilitacién para la
replicacidén y expresion genética que ofrece el hepatocito maduro y
diferenciado (49), otros tejidos pueden también ser infectados. De
hecho, tanto en enfermos con serologia del VBH positiva como,
incluso, en enfermos con serologia negativa, se ha detectado el

virus en distintos érganos, con un patrén de expresidén del genoma
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viral libre o integrado segiin los casos (50).

Las consecuencias de la infeccién extrahepatica todavia hoy no
son del todo conocidas. El hecho de gue el virus tenga capacidad
replicativa o infectiva podria ser la causa de 1la transmisién
vertical, puesto que ha sido ya demostrada la existencia de ADN
viral libre en el semen, tanto en sus células sanguineas como en

los egspermatozoides (51-53).

Estudios sobre el ADN viral practicados en portadores del VBH
demuestraron que su distribucidén puede presentar dos formas
distintas. Una de 3.300 pares.de bases, correspondiente al genoma
viral completo ¥y a toda la longitud de su estructura bicatenaria.
La otra, de 2.000 a 2.800 pares de base {como el ADN de 1la
particula Dane) en que una de las cadenas de la estructura
bicatenaria, aunque completa, presenta una discontinuidad, mientras
que a la otra cadena le falta del 15 al 50%¥ de su secuencia

complementaria (40).

Segin el patrén de hibridacidén de electroforesis en gel, se
distinguid en los portadores de larga evolucidén un area difusa en
la zona de alto peso molecular indicativa de una integracién difusa
del genoma viral en el genoma del huésped, no hallandose en estos
casos ADN viral libre. Todo lo contraric sucede en enfermos con una
historia cortae de infeccidén por VBH, donde practicamente todo el

ADN viral aparece en forma libre o episémica (54),
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La integracidén del ADN del VBH ocurre por tanto en el curso de
la infeccidén viral prolongada y precede el desarrollo de neoplasia,
favoreciendo probablemente, que subpoblaciones hepatocitarias se
transformen en clones gque contienen ADN viral integrado en sitios

especificos {(54).

En este sentido se han observado tres tipos distintos en las
formas de integrarse el ADN del VBH, c¢on 1incorporacidén de
cantidades variables de genoma viral, y que producen desde

microdelecciones a delecciones groseras en los cromosomas (55).

Con el método de hibridacién de Southern blot, se han
identificado dos patrones de ADN viral libre; uno replicativeo y
otro no replicativo. Asimismo, se han identificado dos patrones de
ADN viral integrado; la forma integrada clonal y la forma integrada

al azar (56).

Al relacionar estos datos con la patologia hepiatica, se
observa que a mayor integracién corresponde menor actividad
necroinflamatoria de la hepatopatia, asi como un estado evolutivo
mds avanzado de la misma. Asi, cuando se desarrolla hepatocarcinoma
en higados infectados por VBH, la enfermedad hepé&tica acompafiante

es siempre avanzada (hepatitis crénica activa-cirrosis) (56).

La forma integrada del ADN viral se encuentra frecuentemente

en la infeccidén crédnica en estadic de seroconversidén a anti-HBe, o
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de bajo nivel de replicacién wviral, y usualmente en carcinoma

hepatocelular y en lineas celulares derivadas del hepatocarcinoma

(57-59).

Con un método muy sensible de deteccién de Acidos nucleicos
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se ha demostrado
la presencia de genomas transcripcionalmente activos del VBH en
enfermos con hepatocarcinoma gque eran HBsAg negativos. Todo ello,
ademds de corroborar la asociacién del VBH con el hepatocarcinoma,
demuestra la necesidad de mantener una actitud critica ante la

sensibilidad de los métodos de deteccién de esta infeccién (60-63).

El mecanismo por el que el VBH induciria el carcinoma
hepatocelular sigue siendo tema de debate. Se ha propuesto 1la
posible existencia de dos tipos de hepatocitos en el huésped: los
S, mas maduros con pérdida casi completa de su capacidad de
reproducirse y cuya infeccidén conllevaria escasas consecuencias
dado que su fin es morir, ¥y los R, menos maduros y con capacidad
reproductora, aungue resistentes a la infeccién por VBH, podrian
infectarse cuando la exposicién es prolongada, haciendo posible la

integracién del material genético viral (64).
Si esta integracién se produce préxima a un gen regulador del

crecimiento ¥ lo activa, ello da lugar a la produccién de un clon

celular, posiblemente maligno (64).
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1.4 VBH Y CANCER

Estudios epidemiolégicos realizados en Asia v Africa
sugirieron la posibilidad de gque un virus pudiera ser o estar
relacionado con el agente o agentes etiologicos del
hepatocarcinoma. En ese tiempo, los Gnicos agentes reconocidos como
causantes de dicho cancer, tanto clinica como experimentalmente,

eran el alcohol y los carcindégenos quimicos (65,66).

Hoy se sabe que, en realidad, el VBH no es el dnico agente
implicado en el desarrcllo del hepatocarcinoma, ya que ciertos
agentes quimicos {polucionantes, micotoxinas, esteroides) pueden
inducirlo, asi como ciertos procesos patolégicos como la cirrosis
{ya sea alcohélica, secundaria a hemocromatosis, por déficit de a-

l-antitripsina, etc).

Diversos estudios epidemioldégicos establecieron que existia
una relacién entre dreas donde la infeccién por el VBH era endémica

v la incidencia de carcinoma hepatocelular era elevada.

En estas Areas, que incluyen el Oriente Medio, Asia sur-
oriental, China, Japén y Africa sub-sahariana, existen de 25 a 100
casos de hepatocarcinoma por cada 100.000 muertes y, a pesar de la

controversia establecida al respecto, la evidencia epidemiolégica
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favorece la existencia de una relacidén causal entre el VBH y el

carcinoma hepatocelular (67-71).

Estas conclusiones fueron refeorzadas por la aplicacién de
técnicas inmunolégicas. De tal forma, gque los titulos de Anti-HBc
mas altos se encontraron en enfermos con hepatocarcinoma en las
areas de Hong Kong, Africa occidental, USA y Japdén. Ello permitid
establecer una probabilidad del 24 % para desarrollar
hepatocarcinoma en agquellos casos en gque el titulo de Anti-HBc era
superior a 2” U. Por el contrario, si dicho titulo era inferior a

2 U., la probabilidad disminufa al 5 - 7% (72,73).

Aparte de las evidencias epidemiolégicas, como la vya
mencionada correlacidén geografica que existe entre la prevalencia
de pésitividad para el HBsAg y la incidencia de hepatocarcinoma
{74), se han obtenido resultados positivos de 1los estudios

realizados en animales de experimentacidn.

Asi se ha observado activacién del oncogen N-myc en la
infeccién de la marmota mona por su hepadnavirus especifico, al

igual que en otras especies animales (75).

La aplicacién de técnicas inmunoldgicas al estudio de los
tejidos apoyé también las mismas observaciones, ya que los
carcinomas hepatocelulares muestran una mayor frecuencia de

positividad para el HBsAg, asi como, aunque mids raramente, para el
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HBcAg (76-78).

La aplicacién de +iécnicas de biologia molecular demostrd
también la relacidén entre el VBH y el hepatocarcinoma al detectar
ADN viral en cultivos de células tumorales (79,80) v,

posteriormente, en suero y tejido de enfermos (81,82).

Por medio de esos métodos de diagndstico tan sensibles, se
demostré también ADN viral incluso en enfermos cuya serologia para
el HBsAg era negativa. En estos casos el nimero de copias de genoma
viral por célula era inferior al de los pacientes que tenian
serologia positiva (83). AdemAs se observéd el origen clonal de los
hepatocarcinomas, la capacidad mutagénica del VBH al aumentar la
expresion del receptor para el Acido retinoicoeo, y la integracién de
su genoma en el gen Cyclin A, importante en el control de la
divigién celular ¥y cuya disrupcién pudiera contribuir a la

carcinogénesis (84-86),.

Se acepta por tanto uniformemente la relacién causal entre VBH
v carcinoma hepatocelular, considerandose actualmente que en Areas
de alta prevalencia de infeccidén por el VBH el B80% de los
carcinomas primarios de higado son la consecuencia directa de la

infeccién por este virus (87,88).

Actualmente, el reto se cifra en evaluar el riesgo de

degarrollo del cancer. Para ello, se ha trabajado especialmente
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para valorar el significado de los datos serolégicos, observandose
gque la positividad para HBsAg es indicadora de alto riesgo (38,89)
asi como la positividad con titulo alto para el Arnti-HBc (64,90-

91).

También se ha tratado de establecer alguna correlacién entre
digplasia hepatocelular y la expresgsidén del HBsAg, si bien los
resultados son controvertidos, nc aceptandose todavia de manera

general el significado premaligno de esta asociacidén (92-94).

Asumida la relacidén entre el VBH y el hepatocarcinoma, no es
sorprendente que dichos tumores sean usualmente monoclonales ¥y que
nmuetren un patrén integrado del ADN viral, si bien desconocemos el

papel exacto que desempena dicha integracién (95,96).

Se supone gqgue la integracidén del ADN viral en el genoma del
huésped puede modificar la expresidén genética, tanto por reajuste
cromosdémico (chromosomal rearrangement)} como por provocacién de una
mutagénesis por insercién (97). E1 HBxAg podria actuar como un
factor transactivador en los genes celulares asociados con la

transformacidén maligna (98).

E]1 hecho de gque se produzca integracién del ADN viral en el
huésped no excluye que el virus persista en su actividad
replicativa y de expresién de proteinas, habiéndose demostrado

virus completos en células de hepatocarcinomas, asi como expresioén
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de HBsAg y HBcAg, aunaue la expresién antigénica de 1los

hepatocarcinomas puede ser variada (99-100).

El tiempo de evolucidén necesario para la transformacién
maligna suele ser gsuperior a 20 afics. En los nifios, contrariamente,
se ha observado un periodo de latencia corto que oscila alrededor
de los 7 afios. Dicha reduccién sugiere una integracién del genoma
viral en un estadio precoz de la infeccién lo que estaria

favorecido en caso de transmisidén vertical (101-103).

1.5 RECUERDO HISTOPATOLOGICO DE TLAS LESIONES INFLAMATORIAS

INDUCTDAS POR EL VBY

1.5,1 FORMAS O TIPOS DE LESICON HEPATOCELULAR

El dafioc hepatocelular es la via final comin de la defensa

inmunitaria del huésped tras la infeccién viral.

Aunque se detectéd un anticuerpo dirigido contra una
lipoproteina especifica de la membrana hepatocitaria (83), la
inmunidad celular juega un papel de mAxima Iimportancia en 1la
actividad necroinflamatoria de las lesiones hepidticas; de hecho, la
presencia de linfocites T8 activados en los espacios portales vy
periportales en proporciones estadisticamente significativas es

altamente sugestiva de su papel citotéxico local (44).
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Los cambios histoldégicos bésicos son la degeneracidén vy
necrosis intralobular, la necrosis periportal {necrosis erosiva o
piecemeal necrosis) y en puentes, la inflamacién portal y 1la

fibrosis.

Dependiendo de la distribucidn e intensidad de estas lesiones,
asi como del tiempo de evolucién, distinguimos entre hepatitis
aguda, hepatitis residual, hepatitis crénica lobulillar, hepatitis

crénica persistente, hepatitis crénica activa y cirrosis.

La hepatitis aguda se caracteriza por exudado linfocitario
portal acompafiade de degeneracién balonizante hepatocitaria
centrozonal asi como necrosis focal con formacidén de cuerpos

eosinéfilos intralobulillares.

La hepatitis residual muestra cambios parecidos a la hepatitis
aguda si bien mencs intensos, observAndose un tabicamiento
perilobulillar discreto vy fagocitos con pigmento pardo. Este

cuadro puede mantenerse varios meses en evolucién.

La hepatitis crénica 1lobulillar se parece también a la
hepatitis aguda en que los cambios predominantes son la
degeneracién hepatocelular centrozonal y necrosis focal, con menor

componente inflamatorio portal.

La hepatitis crdénica persistente muestra caracteristicamente
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un exudado inflamatorioc portal gue no desborda la placa o membrana
limitante del mismo y puede acompafarse de necrosis focal

intralobulillar.

En la hepatitis crénica agresiva el infiltrado inflamatorio
portal desborda la placa limitante, adentrandose entre los
hepatocitog periportales y acompafidndose de necrosis de los mismos,
con colapso de la reticulina gue los scoporta y fibrosis secundaria

en cantidad variable.

La c¢irrosis muestra una total desorganizacidén de Ila
arquitectura hepatica, con una combinacién de necrosis, fibrosis ¥

regeneracién hepatocelular.

Con la intencién de obviar la subjetividad en la valoracién de
las lesiones fundamentales antes descritas, se ha construido una
escala de valores donde cada dato recibe una puntuacidén especifica
seglin sus caracteristicas, y cuya suma da un indice de actividad de

la lesién hepdtica (104).

1.5.2 ASPECTOS HISTOQUIMICOS

También las tinciones inmunohistoquimicas han permitido

observar patrones especiales segin el grado de actividad de 1la

enfermedad.
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La mayor positividad tisular nuclear, citoplasmitica o mixta
a los antigenos virales corresponde a los casos de menor actividad
necroinflamatoria. Dichas tinciones son mas positivas en
hepatocitos morfolégicamente normales, Los hepatocitos en
degeneracién y aquéllos préximes a los focos inflamatorios, en
cambio, no contienen antigenos virales tingibles ni ADN viral

(105,106},

Estc induce a pensar que la inmunidad celular es ajena a la
replicacién viral y a la expresidn de antigenos intranucleares e
intracitoplasmicos, siendo en cambio efectiva cuando a nivel de la
membrana citopldsmica se expresan conjuntamente el HBcAg y los
antigenos de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA

I) (44).

El reconocimiento de sintesis de ADN viral en el citoplasma de
hepatocitos de algunas formas de hepatitis crénicas subclinicas,
sin evidencia por inmunohistoquimica de positividad para el HBsAg
ni para el HBcAg, sugiere que la deteccidén de ADN wviral puede ser
un métode mas sensible para reconocer la existencia de infeccidn

por VBH {(107).

La asociacién entre el tiempo de evolucién de la infeccién y
la pérdida de positividad para el HBsAg permite suponer gque la
probabilidad de eliminar la infeccidén crénica es mayor cuanto mas

precozmente ésta sea tratada. Es decir, que el tratamiento en fases
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en gue el ADN viral existe sobre todo, si no exclusivamente, en
estado libre o episdémico {no integrado) permite mayores

probabilidades de resolucidn.

Los tratamientos actuales, basados en el uso de Interferdn a
recombinante consiguen una seroconversidén de HBeAg a anti-HBe y la
pérdida sostenida de VHB-ADN detectada por PCR en wun alto
porcentaje de enfermos, asi como la desaparicién, aunque en menocr
porcentaje, de la positividad del HBsAg, lo gque indica 1la
terminacién del estado de portador. Es de suponer gue esto se
traducird en wuna disminucion del riesge y, por tanto, de 1la

incidencia de hepatocarcinoma (108,109).

1.6 SOBRE [.A HIBRIDACION

1.6.1 GENERALIDADES

Los avances en inmunclogia y bioleogia molecular han provisto
a la ciencia médica de nuevas y poderosas herramientas para
mejorar el conocimiento de las enfermedades y para facilitar el

diagnéstico de las mismas.

Asi como con los procedimientos cléasicos se observa la
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estructura de los é6rganos, tejidos ¥y celulas, con los métodos
citoquimicos se logran visualizar carbohidratos, aminodcidos, etc.
Con la inmunohistoquimica, nos acercamos a la localizacién de
proteinas y otros constituyentes a nivel celular y subcelular,

observédndose asi los productos de la informacidn genética.

Se aumentan nuestros conocimientos con 1la posibilidad de
estudiar los dcidos nucléicos, tanto en los estudios de bandas en
cromosomas como al poder distinguir el ADN del ARN con la reaccién

de Feulgen.

El ultimo avance de la biologia molecular y su transferencia
al laboratoric es la aplicacién de la tecnologia de los 4cidos

nucléicos desde la investigacién bdsica a la investigacién clinica.

En su estado natural, el ADN estd formado por dos cadenas de
nucleétidos dispuestas en forma helicoidal. Cada nucledétido de una
de las cadenas se une especificamente a su nucledétido
complementario de la cadena opuesta a través de puentes de
hidrégeno entre las moléculas de desoxiribosa fosfato, siendo 1la
Timidina (T) complementaria de la Adenina (A) (Uridina (U) en caso
de ARN) y la Guanina (G) complementaria de la Citosina (Ci) (Fig.

10).

El fendémeno de la hibridacién molecular se basa en que la

desnaturalizacidén de los Acidos nucléicos es un proceso reversible
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¥ que los fragmentos unicatenarios de ADN y ARN forman complejos
estables o hibridos a través de uniones de hidrégeno entre bases

complementarias {110-1i4).

Dicha técnica aplicada in situ, ademds de extender la visién
de la enfermedad desde el nivel fenotipico al genotipico, facilita
la correlacién con los cambios morfeolégicos {115}, pudiendo también
detectar ARN mensajero, el cual puede estar presente en la célula

en mayor cantidad que el ADN (1186).

El método inicial de la hibridacién in situ se basé en
parametros aplicables a medios liquidos y con sondas radiactivas,
usandose para caracterizar la organizacién de ADN satélite en

cromosomas de ratdén vy en preparaciones citolégicas (117-120).

Las modificaciones recientes al métode original permiten
trabajar en medios sdélidos, con material fijado en formol e
incluide en parafina. Ademds, el uso de sondas biotiniladas y su
deteccidn colorimétrica facilita tanto el procedimiento como el
almacenaje v la reproductibilidad, evitando los problemas y riesgos

inherentes a la sonda radiactiva (121,122).

En el campo de la virologia, la hibridacién en cualquiera de
sus formas (Dot blot, Southern blot o in situ) demuestra mayor
sensibilidad que los métodos convencionales de deteccidn viral, ya

gue éstos detectan determinantes antigénicos que pueden estar

41



ausentes o deteriorados por el procesamiento de la muestra. Atln
mas, en los casos de infeccidn viral latente, los dcidos nucléicos

pueden estar presentes pero sin Qque sus antigenos sean expresados.

La hibridacidén detecta ADN viral libre e integrado, asi como
su ARN mensajero transcrito, que no se alteran por el procesamiento

de la muestra (35,123).

La hibridacién in situ (HIS) es por tanto particularmente
adecuada para el diagnéstico de la infeccidén viral, inclusc cuando
dicha infeccidn estd clinica e histolégicamente oculta, permitiendo
estudiar el papel patogénicq que Jjuegan los +virus en las
enfermedades crénicas y la busqueda de soluciones para problemas

importantes en Biologia y Medicina (122,124,125),

Esta adecuacidén se apoya tante en la especificidad de 1la

reaccién como en su sensibilidad.

La especificidad, aparte de las consideraciones teéricas
derivadas de la estructura de los 4cidos nucléicos y sus afinidades
naturales, ha sido comprobada usando sincronamente las técnicas de
HIS e hibridacién con electroforesis (Dot blot y Southern blot)

(126).

La sensibilidad, gracias al uso de sondas bictiniladas ¥y

sistemas de deteccidén con complejos de Avidina-Biotina o
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Streptavidina-Biotina que producen escasa tincién inespecifica
(background noise, ruido de fondo) y mayor amplificacién de la
sefial, es tal que se han llegado a detectar incluso sélo cinco
copias de secuencias de ADN, observandose la sefial citoplasmica mas
proxima a la membrana nuclear. En los casos en que la sefial es
nuclear, ésta se observaba més intensa en la vecindad de 1la

membrana nuclear (127).

1.6.2 FABRICACION DE LA SONDA

El elemento primordial para realizar la hibridacién es 1la

sonda.

Se denomina sonda, en el campo de la biclegia molecular, a un
fragmento o mezcla de fragmentos de ADN o ARN de longitud variable
cuya tunica similitud es el estar marcados con un dispitivo
(radiactivo o bioldgico) detectable por el investigador (placa

sensible o microscopio).

Su frabricacidén comienza con el aislamiento, bhien a partir de
fragmentos de ADN obtenidos por digestidén con enzimas de
restriccién (endonucleasas) o bien a través de ARN mensajero que
fabrique el ADN complementario, del fragmento genético deseado

{Fig. 11},
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Su posterior clonacidén en vectores que se insertah a bacterias
¥y su cultive a gran escala para su ulterior lisis ¥ purificacién

del ADN, es la fase de produccidén (Fig. 12).

El marcaje de la sonda obtenida se hace con medios isotépicos
© bhiclégicos. En cualquier caso, se realiza fragmentando la sonda
con Desoxiribonucleasa I vy posterior reparacién con ADN Polimerasa

en presencia de nucledétidos marcados.

En el caso de los medios biocldégicos se usan compuestos
biotinilados derivados de la Uridina trifosfato ¥y Deoxiuridina
trifosfato y que se denominan Bio-ll-UTP ¥ Bio~-11-dUTP y que en la
accién de marcaje se situan en lugar de la Uridina (UTP) y Timina
(TTP), de las cadenas previamente fragmentadas, de ARN y ADN

respectivamente (Fig. 13) (110,123.128}.

1.6.3 PROCESO DE HIBRIDACION

Para que la sonda pueda hibridar con los Acidos nucléicos

natives es necesario liberar los mismos y desnaturalizarlos,

La liberacién de los 4Acidos nucléicos se consigue por
digestién con enzimas que liberan el ADN y ARN nativos, con le
precaucién de que no estén contaminados por nucleasas que

destruirian los acidos nucleicos. Se suele anadir acido etilen
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diamino tetra-acético (EDTA) a altas concentracicnes con el fin de
bloquear el magnesio idénico necesarioc para la actuacién de posibles

endonucleasas contaminantes.

La sonda se anade a continuacidén a la muestra de tejido y se

procede con la desnaturalizacién de los Acidos nucléicos (Fig. 14).

Es posible realizar la desnaturalizacidén usando temperaturas

gue rondan los 950 ¢ (123,127,129).

A partir de este momento comienza el proceso de la
hibridacién, siendeo la temperatpra éptima para su realizacién 250c
por deba,jo de la temperatura de desnaturalizacién, permitiendo asi
la formacidén de complejos hibridos complementados y estables (Fig.

14).

Una vez terminado el proceso de hibridacién se afilade el
complejo de deteccién que, en el caso de los métodos biolédgicos se
trata de un complejo Avidina-Biotina {(ABC), cuya accidén se apoya en
la gran afinidad que espontidneamente tiene 1la Avidina por la
vitamina Biotina, ¥ que se unird a la Biotina gque marca al dUTP

{(Fig. 15).

A continuacién, tras la adicién del cromégenoc y su reaccién
con la peroxidasa, se produce un precipitado coloreado visible al

microscopio (Figs. 15 y 16) que se utilizard para la evaluacidén del
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conjunto de la reaccién.

Variaciones en la temperatura durante la reacién de
hibridacién, asi como cambios en las concentraciones de los
reactiveos posthibridacién y en la cantidad de lavados con los
tampones, hacen que varie la especificidad de las uniones
complementarias entre los &cidos nucléicos. Este fendmeno se

denomina estringencia,

Jugar con dichas wvariables posibilita estudiar familias de
genes ¢ familias de virus que comparten genes, ya que si con alta
estringencia la homologia entrg los pares de bases es préxima al
100%, en condiciones de baja estringencia dicha homologia varia del

70% al 90% (130).

1.6.4 ASPECTOS ESPECIFICOS DE LA HIBRIDACION DEL VBH

En el caso particular de la sonda del VBH, el ADN viral se ha
obtenido por clonacidén en Escherichia Coli logrando asi una sonda
de hasta 3.2 kilobases ({(Kb) (inicialmente marcada con fésforo
radiactivo) que hibridaba con ADN extraido del sueroc o de tejidos
infectados. Con la técnica de hibridacién de Southern blot se
observan dos bandas de hibridacidén: una de 3.2 Kb, del mismo tamafio

gque la sonda, que indica ADN viral libre, y otra de mayor extensién
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indicadora de ADN viral integrado (131-134).

Cuando se aplica la sonda a tejidos fijados en formol e
incluidos en parafina, 1la desnaturalizacién requiere una mayor
temperatura que la empleada en los medios liquides, ademds de
requerir méas tiempo. Incluso asi, la gran proximidad de los
helicoides de dcidos nucléicos en medico sélide favorece que vuelvan
a unirse entre ellos en vez de hibridar con la sonda. Con el objeto
de evitar ésto, se requiere aumentar atin mas la temperatura para
favorecer, por un lado una mas extensa desnaturalizacién del ADN in

situ, ¥y por otro, la penetracién de la sonda en los tejidos (121}.

La especificidad de la deteccidén in situ del ADN del VBH con
sonda bictinilada ha sido demostrada en estudios doble ciego ¥
correlacionada con métodos de extraccidén del ADN vy posterior'
electroforesis en gel, encontrandose genoma viral incluso en

enfermos con serologia negativa para el VBH (135).

Se conjuntan asi una serie de factores, como rapidez,
sensibilidad y especificidad, que hacen de la HIS uno de los
mejores métodos para la deteccidén de la infeccidn por el VBH,
llegando a detectarse ADN viral ademds de en los hepatocitos, en
otras celulas del parénquima hepatico, tanto de los ductos biliares

como del sistema reticulocendotelial (136-139).

Una de las mds importantes caracteristicas distintivas de la
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HIS para el estudio de la infeccidén por el VBH, es que mediante
esta técnica se detectan Acidos nucléicos virales en el citoplasma
de los hepatocitos, lo que es debido a la formacién de hibridos
tanto de ADN-ADN como de ADN-ARNm, no pudiendo distinguirse si el

ADN estéa integrado o libre (140).

Ya que la replicacién del ADN de los hepadnavirus se hace de
forma asimétrica por transcripcién reversa de un ARN intermedio, se
produce una acumulacién grande de la cadena L o (-) en el lugar de
la replicacién, que sirve de molde para que la ADNp viral fabrigue

la rama S o (+) (31,116,141},

Son pues mas faciles de detectar 1los &cidos nucléicos
episémicos en replicacidén, ya que existen en gran nimero. En cambio
la deteccidén de 4dcidos nucléicos integrados requiere métodos muy
sensitivos capaces de detectar un nimero escaso de copias del

genoma viral {(142).

La positividad se observa en un nimero variable de células y
la tincidén citoplédsmica tiene acentuacién ocasional en Areas

perimembranosas (107},

Dentro del lobulillo hepAtico se han distinguido dos patrones
de distribucidén (ambos independientes del nimero de células
positivas). Uno focal y en parte periportal que se correlaciona con

mayores cambios inflamatorios, ¥y otro de distribucién difusa
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(107,135).

La aplicacidén clinica de este método puede tener varias
vertientes, segin se sugiere en los diferentes estudios mencionados

(31,110,111,116,123-125,141,142),

Su sensibilidad y especificidad parecen ser mayores que los

métodos inmunohisteoquimicos habituales.

La morfologia puede evaluarse simultédneamente a la reaccién de
deteccidén, puediendo relacionarse el grado de lesidén y los cambios
histopatoclégicoes del tejidq v dentro de los cambios
histopatoldgicos, la localizacidn celular e inclusoc subcelular de

la tincidn.

Permite la diferenciacién entre posibles clones de células

afectadas ¥ no afectadas por el VEH.

Utilizacidén de pequefios fragmentos de tejido, por lo que se
puede aplicar a las biopsias hepidticas sometidas previamente a los
procedimientos diagnésticos de rutina, sin necesidad de

exploraciones o molestias adicionales parta el paciente.

Posibilidad de usar tejido fijado en formcl e incluido en

parafina, permitiendo el uso de material de archivo.

55



2. OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

1. Caracterizar o definir si los enfermos con serologia

positiva para el VBH tienen o no lesién en la biopsia.

2. Montaje, puesta a punto y reproductibilidad de la técnica

de "Hibridacidén in situ".

3. Definicién de los patrones de tincién.

4., Correlacién de la tincién tisular del ADN con los

marcadores serologicos y tisulares del VBH.
5. Evaluacién de la sensibilidad y especificidad de la técnica
de hibridacidén in situ en relacidén con los métodos actualmente

disponibles.

Definir la eficacia de las HIS para detectar infeccidn por el

VBH en hepatopatias crénicas con marcadores seroldégicos dudosos.

7. Evaluacién de la utilidad de la técnica en la valoracién

del papel del VBH en el desarrcllo del carcinoma hepatocelular.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 SELECCION DE _ENFERMOS

Se han elegido para este estudio 142 biopsias hepéticas
procedentes de 136 pacientes (6 con doble biopsia) que se
estudiaron en el Servicio de Medicina Interna del Hospital Comarcal

San Agustin de Linares entre los anos 1980 y 1991.

Los pacientes acudieron unos por sintomatologia de enfermedad
hepatica, otros procedentes de revisiones de empresa con
transaminasas elevadas o del Servicio de Donantes de Sangre y que
presentaban hipertransaminasemia o algin marcador serolégico

positivo de infeccién por VBH.

Ocasionalmente, el paciente provenia del Servicio de Cirugia
donde se encontré accidentalmente patologia hepAtica a raiz de una

laparotomia exploradora de urgencias,

En algunos casos, el tejido procedié de autopsias, en su
mayoria de enfermos fallecidos por causa de carcinoma

hepatocelular.
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De estos pacientes, 101 se eligieron por tener evidencia
serolégica de contacto con el VBH, 25 por tener marcadores
totalmente negativos para el VBH en suero ¥ que se utilizaron como
controles durante la realizacidén de la técnica, y 16 que tenian
algunos marcadores séricos negativos y el resto parcialmente

determinados.

De los 136 pacientes, 81 (59.56%) eran varones y 55 (40.44%)
mujeres v su edad estaba comprendida entre los 20 y los 84 ahos

(media 52 afios).

3.2 ESTUDIOS BICQUIMICOS E HISTOLOGICOS

Aparte de la evaluacidén clinica, se hizo una evaluacién
biogquimica que incluyé los pardmetros habituales que realizan los
analizadores automiticos y que aungue variaron a lo largo de los
afios, siempre incluyeron determinaciones de urea, glucosa, &cido
Grico, bilirrubina, proteinas totales, albamina, SGOT, SGPT,
Fosfatasa alcalina, LDH, ¢GT, colesterol vy triglicéridos, ademéds de
realizar en los casos clinicamente indicados Antigeno

Carcinoembrionario (CEA) y a-Feto Proteina.

Los marcadores seroldgicos del VBH realizados fueron HBsAg,
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Anti-HBc y Anti-HBs, si bien no se hicieron completos en todos los
casos por no disponer de medios apropiados en los primeros afios de
funcionamiento del Hospital. Hay que tener en cuenta ademds que el
método de deteccidén ha cambiado desde los primeros a los dltimos
tiempos, pasando de los métodos mediante radioinmuncensayoc en fase
s6lida tipo "sandwich", como AUSTRIA 11 y AUSAB de los Laboratorios
Abbott, a métodos de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay {ELISA)

tipo Enzignost de Behring o de Abbott Diagnogstic.

No se dispuso en ninghin momento de la capacidad para evaluar
las fracciones IgG o IgM del anti-HBc ni para detectar el HBeAg,

el anti-HBe ni para la VBH ADNp o el ADN del VBH.

Las biopsias hepéticas se obtuvieron bien por el método de
biopsia ciega con aguja de Menghini o Thrucut, bien en el curso de
una exploracién laparoscépica o bien en cufia en los casos que

procedian de una intervencién quiridrgica.

Todas las biopsias hepédticas fueron fijadas en formol neutro
tamponado al 10% e incluidas en parafina, para después ser
procesadas de forma habitual coen cortes a 5u para tinciones de
Hematoxilina v Eosina (H&E)}, Periodic Acid Schiff (PAS), Hierro,
Reticulina vy Tricrémico, con el conjunto de los cuales se procedid
a emitir el diagnéstico Anatomopatolégico de la enfermedad
hepatica, el «cual se acogiéd a las normativas ¥y acuerdos

internacionales.

61



3.3 ESTUDIQO INMUNOHISTOQUIMICO

Una vez elegidos los casos para realizar el estudio, se
procedid a cortar las secciones extra necesarias de cada bloque de
parafina para la hibridacién in situ y para los marcadores

tisulares del VBH.

Para los antigenos tisulares del VBH {HBsAg y HBcAg) se aplicéd
un método inmunohistoquimico supersensitivo, variacién de la
habitual peroxidasa-antiperoxidasa, usande anticuerpos primarios
monoclonales y anticuerpos secundarios de ratén y la streptavidina-
biotina como complejo marcador por sus caracteristicas de alta

sensibilidad y escasa tincién de fondo (BIO GENEX. USA).

El revelado enzimatico se realizé con 3'3 Diamino-benzidina
seguido de contratincién con Hematoxilina de Harris para después
lavar, deshidratar y montar con medio permanente (DPX) (Figs. 17-

19).
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Fig. 17 Expresitn del HEsAg tisular (DAB/H 250 x).



Fig. 18 Expresién nuclear del HBcAg tisular (DAB/H 400 x)
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Fig. 19 Expresién nuclear y citoplésmica del HBcAg tisular
(DAB/H 400 x).



3.4 HIBRIDACION IN SITU

3.4.1 SONDA

La sonda utilizada (PG-874) es la proporcionada por Enzo
Diagnostic Inc. NY, compuesta por un agregadoe de fragmentos gque

miden entre 100 ¥y 1000 pares de bases.

ILa secuencia de ADN usada estad marcada de forma coovalente con
biotina vy es complementaria al ADN del virus B de la hepatitis, al
gue reconocerd y con el que hibridara formandose una bicatenaria

hibrida entre el ADN viral ¥ el ADN de la sonda.

Esta sonda viene probada para especificidad, reaccién cruzada
y sensibilidad a lo largo del proceso de produccién y crecimiento,

v ha sido sometida a una prueba final de hibridacién.

La fabricacién de la sonda ha supuesto una extensa bUsqueda

hasta encontrar una secuencia especifica.

Después de la creacién de un plasmido y su crecimiento en
cultivo bacteriano, el ADN plasmido es extraide ¥y purificado
verificande su especificidad por andlisis de restriccién ¥y

electroforesis en gel de agarosa.
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El clon purificado es marcado con dUTP con el método de "nick
translation” (Biotina-11-dUTP reemplaza a TTP) a la vez que se
fragmenta. La distribucién de los fragmentes se verifica con

electroforesis en gel de agarosa.

§i 1a incorporacidén del nucleétido biotinilade y la
fragmentacién es adecuada, se procede a comprobar la hibridacién

como prueba final (143),

El reactivo post hibridacién, el complejo avidina-biotina y el
cromégeno (AEC) se incluyen en el equipo (Kit PG 874) proporcionado
por Enzo Diagnostic Inc., ¥y como la sonda, se han usado siguiendo
las especificaciones del fabricante Y que se resefian a

continuacién.

3.4.2 PROTEINASA K

Para la digestidén enzimadtica se ha usado Proteinasa K de
Tritirachium album (Serva # 33752) exenta de ribonucleasa ¥

desoxiribonucleasa (144).

Para valorar su actividad y elegir la concentracién éptima, se
prepardé una solucién madre en PBS 10 mM con 5 mM de EDTA de 2.5

mg/ml que se alicuotd y congeld a -4090c.

De una de las alicuotas se prepararon diluciones progresivas
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conteniendo 2.5 mg/ml, 1.25 mg/ml, 0.62 mg/ml, 0.31 mg/ml, Q.15
mg/ml y 0.07 mg/ml, que se aplicaron respectivamente sobre seis
secciones de tejido hepético muy positivo para HBsAg tisular (que
se usa como contrel en las tinciones de inmunohistogquimica)

incubandose 35 minutos en caAmara humeda a 370c.

Se procedié a continuacién a realizar la técnica de
hibridaciédn in situ ¥y terminada la misma, se evaluaron
microscépicamente las secciones, eligiéndose 0.15 mg/ml como la
menor concentracidn gue sin destruir el tejido ofrecia una sefial

clara.

3.4.3 ADHESIVO

Para evitar que el tejido se desprenda del portacbjetos, lo
cual se facilita por el tratamiento enziméatico con Proteinasa K,
los portaobjetos fueron previamente tratados con una inmersidn de
5 minutos en una solucién al 2% volumen/volumen de 3
aminopropyltriethoxysilano (APTS SIGMA) en acetona, lavdndolos a
continuacién en agua destilada y dejéndolos secar en estufa a 37¢c.

Este método es simple, eficaz y duradero (145).

3.4.4 CROMOGENO

Se probaron dos cromégenos para detectar la sonda. El

aminoetilcarbazol (AEC) que colorea rojo, y la diaminobenzidina
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(DAB) que colorea pardo. Preferimos usar AEC va que el color pardo
de la DAB podria dar lugar a que pigmentos tales como el férrico,
biliar v ceroides gque son de coloracién parecida a la producida por

la DAB, nos indujeran a error en la interpretacidn.

Para contratincién, se usaron dos colorantes. El suministrado
por la casa Enzo, que colorea de verde, v la hematoxilina de Mayer.
Nosotros hemos prefiriende trabajar con ésta por permitir una mayor
trasparencia ¥y detalle tisular y por producir menor enmascaramiento

de la tincidén especifica.

3.4.5 OTROS REACTIVQS

Xilol.
Alcoholes absoluto, de 962, de 802 y de 50¢,

Peréxido de hidrégeno (Hﬁ%) al 3%.

Tampén fosfato salino 10 mM con 5mM de EDTA, pH 7.2 (PBS-EDTA}

Na, H PO, 1.48 g.
K Hz PO‘ 0.43 g.
Na C1 7.20 g.
EDTA 1.46 g.

Agua destilada hasta completar 1000 ml.

Este reactivo se ha usado indistintamente con el que ya viene
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preparado por la casa ENZO y que acompafia al equipo PG 874,

Tampén fosfato salino concentrado 20 veces (20x PBS)

NaCl
Naz H PO4

Na Hz PO4

152.10 g.
20.45 g.

7.72 g.

Agua destilada hasta completar 1000 ml.

Fosfato salino estédndar con EDTA concentrado 20 veces (20x SSPE)

NaCl
NaZH PO4

EDTA

210.40 g.
23.57 g.
4.69 g.

5.80 g.

Agua destilada hasta completar 1000 ml.

TRIS-HC]1 0.1 M pH 7.4 con 0.2 M de Glicina

TRIS-HC1

Glicina

1.57 g.

1.50 g.

Agua destilada hasta completar 100 ml.

Paraformaldehido al 4%,

que se preparé fresco cada vez que se tuvo

que usar de la siguiente manera:

Paraformaldehido

2.00 g.

70



Na OH 1 N 0.20 ml.
20x PBS 2.50 ml.
ClZMg 1 M 0.25 ml.

Agua destilada hasta 50 ml.

Se preparéd calentando 40 ml. de agua destilada a 609c donde se
disclvié el paraformaldehido, aclarande la solucidén con Na OH v
afadiendo la cantidad mencionada de 20x PBS. Una vez enfriada la
mezcla, se agregaron 0.25 ml de la solucién de Cloruro Magnésico y

se completaron con agua destilada hasta los 50 ml.

Formamida desionizada al 50% en 2x SSPE

Formamida desionizada 2,50 ml.
20x SSPE 0.50 ml.
Agua destilada 2.00 ml.

Para desionizar la formamida se mezclaron 100 ml, de ésta con
5 g. de Resina de lecho mixto (RG 501-X8 de BioRad) en un matraz de
Erlemmeyer y se agitdé durante 30 minutos, pasadoes los cuales se
filtré a través de papel de filtro Whatman del n© 1. Del filtrado,

se hicieron alicuotas de 2,5 ml., que se congelaron a -40¢2c,.

Medio de montaje acuoso GelTol (Immunon. MI. USA).
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3.4.6 TECNICA DE LA HIBRIDACION IN SITU

Para la hibridacién in situ, las secciones de tejido hepdtico
se montaron sobre portas sjialinados dejdndose secar al aire, para
posteriormente desparafinarlos en estufa a 60¢c. durante 30 minutos

¥y someterlos a dos pasos de xilol de 10 minutos cada uno.

Se hidrataron en pases sucesivos de alcchol absoluto, 960,

800, 50¢ v agua durante 5 minutos cada paso.

Como es costumbre en las técnicas de inmunohistoquimica, se
dibujé con lapiz de diamante un circulo alrededor del tejido y se
procediéd al bloqueo de la peroxidasa endégena con Hﬁ% al 3% durante

5 minutos, lavandose a continuacién con agua destilada.

Se procedié luego a la digestidén con Proteinasa K a una
concentracién de 0.15 mg/ml y en cdmara himeda a 372c. durante 35

minutos.

A continuacidén, se lavd con PBS-EDTA durante 15 segundos, se
limpié el exceso de liquido y se postfijaron los tejidos,
recubriéndelos con Paraformaldehide al 4% durante 5 minutos a
temperatura ambiente, seguido de un lavado de 10 segundos con PBS-

EDTA.
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Se continué con el bloqueoc de los grupos aldehidos por medio
de TRIS-HC1 0.1 M pH 7.4 con 0.2 M de Glicina a temperatura

ambiente durante 10 minutos.

Después de lavar 1las secciones con PBS-EDTA durante 10
segundos, se incubaron con este mismo tampén durante 30 minutos a

temperatura ambiente y en cdmara hiumeda.

Se quitd el exceso de liguido vy se cubrieron las secciones con
formamida desionizada al 50% en 20x SSPE y se incubd esta reaccidn
a temperatura ambiente durante 10 minutos, quitando a continuacién
el exceso de ligquido y secando qlrededor del tejido evitando que se

secara el mismo.

Se aplicé una gota de la sonda a cada seccidén v se cubrid con
un cubreobjetos sin que gquedasen atrapadas burbujas de aire,
procediéndose entonces a desnaturalizar el ADN en una estufa a
950c. durante 15 minutos, pasados los cuales se traspasaron las
muestras a una camara huimeda dentro de una estufa a 372c., durante

60 minutos, para que la reaccidén de hibridacidén tuviese lugar.

Pasado este tiempo, se quitaron 1los cubreobjetos ¥y se
ahadieron dos gotas del reactivo posthibridacién a las secciones
tisulares que se mantuvieron a temperatura ambiente durante 10

minutos.
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Se lavaron luego durante 10 segundos coh PBS-EDTA, se quité el
exceso de liquido y se afiadieron tres gotas del reactivo de
deteccién (complejo Streptavidina-Biotina), incubdndose esta

reaccién durante 30 minutos a 379c. en camara humeda.

Se volvid a lavar con PBS-EDTA y una vez quitado el exceso de
liquido se cubrieron los tejidos con el cromégeno (AEC) y se

mantuvieron a temperatuna ambiente durante 10 minutos.

Después de volver a lavar con PRBS-EDTA, se procedid a
contratefiir con Hematoxilina de Mayer durante tres minutos y tras
lavado en agua corriente, se montaron con medio de montaje acuoso,

quedando asi listos para la observacidén microscdpica.

Se usaron controles positivos conocidos en cada una de las
técnicas empleadas v cada vez que se realizaron éstas. Ademds se
incluyeron varios controles negativos sin sonda asi como se
incluyeron varios casos con serologia negativa para el VBH cuyo
tejide hepatico provenia de hepatopatopatias de etiologia
probablemente distinta al VBH y de higados normales de pacientes
gque habian sufrido biopsia hepiAtica con motivo de estadiaje de

procesos linfomatosos.
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3.4.7 VALORACION DE LA TECNICA

Para valorar el resultado se usé un método semicuantitativo
que se aplicé a tres pardmetros estructurales distintos: tincién

celular, tincién tisular y distribucidén lobular.

La evaluacién de la positividad de 1la técnica tiene dos
extremos: por unc, la total negatividad de los controles negativos
¥ por el otro, la pesitividad maxima donde ademas de estar todas
los hepatocitos tefiidos, 1la tincién de cada uno de ellos es

completa.

Dicho de otra forma, la ausencia de sefial es equivalente =a
negatividad, v la positividad se valora en cada perametro como se

indica a continuacién.

En el hepatocito, si la sefial se observa en menos de 1la
tercera parte del citoplasma, es una sefial débil o (+) (Fig. 20);
si la misma ocupa de 1/3 a 2/3 del citoplasma la denominamos
moderada o (++) (Fig. 21); ¥ si ocupa mas de 2/3 del citoplasma

entonces tendremos una sefial intensa o (+++) (Fig. 22).
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Fig. 20 Cantidad de tincidn leve en las células con la HIS
(REC/H 1000 x)
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Fig. 21 Cantidad de tincidén moderada en las células con la HIS
(AEC/H 1000 x).



Fig. 22 Cantidad de tincién intensa en las células con la HIS
(AEC/H 1000 x).
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En el tejido hepaAtico, si la tincién positiva se observa en
menos de 1/3 del tejido analizado la denominamos débil o (+) (Fig.
23); sl se observa entre 1/3 vy 2/3 del tejido analizado se denomina
moderada o (++) (Fig. 24); y si su extensién es mayor que 2/3 del

tejido analizado entonces se denomina intensa o (+++) {Fig. 25).

También se ha valorado la distribucién de la tincién
especifica en relacidén con la arquitectura hepatica, observando si
la distribucidén de la positividad tendia a ser periportal (Fig. 26)

o 8i era difusa en el lobulille (Fig. 27) (107).

En la valoracidén estadistica se ha usado la Prueba del Chi-
cuadrado (yx2) para comprobar relaciones, y la Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher. Esta dultima para comparar las

Proporciones cuando las cantidades a comparar eran pequehas.

Estos métodos se han efectuado con el programa Statistical

Package for Social Sciences (SPSS).
Se ha utilizado como limite de significacién el valor de 0.05,

significando que toda relacién cuyo valor de probabilidad (P) sea

inferior a 0.05 supone una relacién no debida al azar.
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Fig. 23 Cantidad leve de células tefiidas con la HIS (AEC/H
250m) .
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Fig. 24 Cantidad moderada de células tefiidas con la HIS (AEC/H
400 x).
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Fig. 25 Cantidad intensa de células tefiidas con la HIS (AEC/H
100 x).



Fig. 26 Distribucién periportal de la tincién con la HIS
(AEC/H 100 x).



Fig. 27 Distribucién difusa en el lobulillec hepdtico de la
tincién con la HIS (AEC/H 100 x).
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4. RESULTADOS



4 RESULTADOS

4.1 LESTONES HEPATICAS OBSERVADAS

Se revisaron 142 biopsias correspondientes a 136 enfermos y se
reevaluaron sus diagndésticos anatomopatolégicos, confirmidndose

todos los diagnésticos previos efectuados.

Se observaron 2 tejidos qormales {N) correspondientes a dos
biopsias hepdticas realizadas para estadiar dos enfermos con
linfoma maligno, 2 hepatitis agudas (HA), 2 hepatitis residuales
(HR), 2 hepatitis crdénicas 1lobulillares (HCL), 18 hepatitis
crénicas persistentes (HCP), 37 hepatitis crénicas activas (HCA),
63 cirrosis (C) y 16 carcinomas hepatocelulares (CHC). Todos estos

datos se expresan en la Tabla II.
4,2 SEROLOGIA DE LOS CASOS
Basdndonos en los resultados de les marcadores serolédgicos

agrupamos todos los casos en distintos grupos con el fin de

homogeneizar y poder comparar los resultades obtenidos (Tabla III).
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Tabla II. CARACTERIZACION HISTOLOGICA DE LAS LESIONES HEPATICAS

DIAGNOSTICO CANTIDAD PORCENTAJE
N 2 1.4
HA 2 1.4
HR 2 1.4
HCL _ 2 1.4
HCP 18 12.7
HCA 37 26.1
C 63 44 .4
CHC i6 11.3
TOTAL 142 100.0
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TABLA III. DISTRIBUCION DE LOS ENFERMOS EN GRUPOS SEGUN:

A) SEROLOGIA PARA EL VBH

DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
Negativos ciertos 25 17.6
Negativos dudosos 16 11.3
Evidencia contacto 101 71.1
TOTAL _ 142 100.0

B) EVIDENCIA DE CONTACTO CON EL VBH

DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
HBsAg positivo 30 29.7
Anti-HBs positive 38 37.6
Anti-HBc positivo 33 32.7
TOTAL 101 100.0
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Enfermos que se consideraron negativos ciertos por no
presentar positividad a ninguno de los marcadores en suero, 25

casSos,

Enfermos cuya relacién o contacto con el VBH era dudosa, por
tener Jinicamente determinaciones aisladas e incompletas con
resultado negativo, ¥ que en su mayor parte correspondian a los
primeros afios de vida del hospital donde se ha realizado el

trabajo, 16 casos,

Enfermos que mostraron evidencia de contacto con el VBH al
presentar positividad para alguno de los marcadores serolégicos

realizados, 101 casos,

Estos 101 casos fueron ain segregados en tres grupos como
también se muestra en la Tabla III y cuyas caracteristicas se
exponen a continuacién:

a. Enfermos con patrén serclégice de infeccién por VBH,
que presentaban positividad para el HBsAg, 30 casos.

b. Enfermos que tenian patrén serolégico de inmunidad al
VBH, que mostraban positividad para el anti~HBs, 38 casos.

c. Enfermos con patrén serolégico de contacto antiguo con

el VBH, que presentaban positividad para el anti-HBc, 33 casos.
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4.3 INMUNOHISTOQUIMICA

No en todos los casos se pudo realizar la técnica para
detectar marcadores del VBH en el tejido hepdtico, ya que muchos de
los bloques estaban muy agotados ¥ las secclones que se obtuvieron
se usaron en las diferentes pruebas de la técnica de hibridacién in

situ hasta que ésta fue depurada y puesta a punto.

En las Tablas IV a VIII se exponen, en relacién con los cinco
grupos de trabajo previamente indicados, las lesiones hepAticas asi

como la inmunohistoquimica obtenida en cada grupo.

Llama la etencidén la escasa positividad observada a los
marcadores tisulares. Esto puede estar relacionado tanto con una
menor sensibilidad de la técnica de la inmunohistogimica, como con

una menor especificidad de la serolegia.

En el grupo de patrén de infeccién (HBsAg +) se observa que un
13.3% tienen marcador inmunolégico de replicacidn viral activa
(HBcAg +) en el tejido, lo que hace pensar que guizds sea en estos

enfermos donde la enfermedad progresa o se reactiva,

En el grupe de patrén de inmunidad (Anti-HBs +) se observa que
existe positividad del HBsAg tisular, lo que puede indicar una

menor sensibilidad de la técnica que detecta dicho antigeno en el
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TABLA IV.

DIAGNOSTICO
HA
HCP

HCA

CHC

TOTAL

DESCRIPCION
Indeterminado
Positivo
Negativo

TOTAL

DESCR1IPCION
Indeterminado
Positivo
Negativo

TOTAL

LESIONES HEPATICAS

CANTIDAD
1
3
13

12

30

HBsAg TISULAR
CANTIDAD

5
9
16

30

HBcAg TISULAR
CANTIDAD

6
4
20

30
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PATRON SEROLOGICO INFECCION Y RELACION CON:

PORCENTAJE

3.3

10.0

43.3

40.0

100.0

PORCENTAJE

16.7

30.0

53.3

100.0

PORCENTAJE

20.0

13.3

66.7

100.0



TABLA V. PATRON SEROLOGICO INMUNIDAD Y RELACION CON:

LESIONES HEPATICAS

DIAGNQOSTICO CANTIDAD PORCENTAJE
HA 1 2.6
HR 2 5.3
HCL 2 5.3
HCP 6 15.8
HCA 8 21.1
C 16 42.1
CHC 3 7.9
TOTAL ' 38 100.0

HBsAg TISULAR

DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
Indeterminado 5 13.2
Positivo 6 15.8
Negativo 217 71.1
TOTAL 38 100.0

HBcAg TISULAR

DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
Indeterminado 11 28.9
Positivo 4 10.5
Negativo 23 60.50
TOTAL 38 100.0
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TABLA VI. PATRON SEROLOGICO CONTACTO ANTIGUO Y RELACION CON:

LESTIONES HEPATICAS

DIAGNOSTICO CANTIDAD PORCENTAJE
HCP 3 9.1
HCA 4 12.1
C 21 63.6
CHC 5 15.2
TOTAL 33 100.0
HBSAE TISULAR
DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
Indeterminado 7 21.2
Positivo 2 6.1
Negativo 24 72.7
TOTAL 33 100.0
HBcAg TISULAR
DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
Indeterminado 6 18.2
Positivo i 3.0
Negativo 26 78.8
TOTAL 33 100.0
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TABLA VII. PATRON SEROLOGICO NEGATIVO CIERTO Y RELACION CON:

LESTONES HEPATICAS

DIAGNOSTICO CANTIDAD PORCENTAJE
N 2 8.0
HCP 3 12.0
HCA 6 24,0
C 8 32.0
CHC 6 24.0
TOTAL 25 100.0

HBsAg TISULAR

DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
Indeterminédo 3 12.0
Positivo 0 0.0
Negativo 22 88.0
TOTAL 25 1i00.0

HBcAg TISULAR

DESCRIPCION CANTIDAD PORCENTAJE
Indeterminado 3 12.0
Positivo 0 0.0
Negativo 22 88.0
TOTAL 25 100.0
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TABLA VIII.

DIAGNOSTICO
HCP

HCA

C

CHC

TOTAL

DESCRIPCION
Indeterminado
Positivo
Negativo

TOTAL

DESCRIPCION
Indeterminado
Positivo
Negativo

TOTAL

LESTONES HEPATICAS

CANTIDAD

3

16

HBsAg TISULAR
CANTIDAD

2
0
14

16

HBcAg TISULAR
CANTIDAD

2
0
14

16
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PORCENTAJE

18.8

37.5

PORCENTAJE

12.56

0.0

87.5

100.0

PORCENTAJE
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suero, observidndose también indicios de replicacién viral activa

(HBcAg +).

En el grupo de patrén de contacto antiguo (Anti-HBc +) se
observan bajos porcentajes de positividad en los marcadores
tisulares, sugiriendo que a mayor tiempo de infeccidén aumenta el
aclaramiento de los marcadores inmunohistoquimicos, a la vez que

aumenta el porcentaje de carcinomas hepatocelulares.

En el grupo de patrén negativo cierto, sin evidencia
serolégica de contacto con el VBH, llama la atencién el alto
porcentaje de CHC, haciendo suponer la posible actuacién de otros

factores patogénicos en nuestro medio.

4.4 HIBRIDACION IN SITU

4.4.1 CASOS DIGERIDOS

Cuatro de los 142 casos en los que se realizdé la técnica de
hibridacién in situ mostraron una casi total destruccidn del tejido
debido a la accién de la Proteinasa K (Fig. 28), hecho que sucedié

a pesar de realizar la técnica varias veces.

La fijacién y procesado del tejido afecta poco a la

conservacion de los acidos nucléicos, pero si puede tener
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Fig. 28 Transparencia de los citoplasmas hepatocitarios
resultado de la excesiva digestién por la Proteinasa K (AEC/H
100 x).
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consecuencias adversas en la conservacidén del tejido (124). Dado
que en estos casos, repetidamente, se observé digestidén tisular, es
evidente que la fijacién o el procesado afectaron al tejido que
soporta a los acidos nucléicos de tal forma que fue poco resistente
a la accién de la Proteinasa K y su destruccién produjo una pérdida

irreversible de ADN ¥y ARN,

Estos 4 casos no han podide ser valorades y, por tanto, no se

incluyen en los cédlculos estadisticos y porcentuales realizados.

A continuacién se analizan los resultados de la HIS en los

diferentes grupos de trabajo discriminados anteriormente.

4.4.2 CASOS CON SEROLOGIA POSITIVA PARA EL VBH

En la Tabla IX se establece la relacién entre la tincién
tisular del ADN y los tres grupos serolégicos con patrén de

contagio por el VBH.
4.4.2.1 Patrén de infeccién (HBsAg +).

Al relacionar los casos con patrén serolégico de infeccidn, se
observa, por un lado, una alta positividad en la deteccién de
genoma viral (92.8%) y por otro, dos discrepancias con la

serologia.
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TABLA

ADN TISULAR
Positivo
Negativo
Digerido

TOTAL

B.

IX. RELACION ENTRE SEROLOGIA POSITIVA

PARA EL. VBH Y ADN TISULAR

A. PATRON DE INFECCION (HBsAg
CANTIDAD PORCENTAJE (28 CASOS)
26 2.8
2 7.2
2 0.0
30 100.90

ADN TISULAR
Positivo
Negativo
Digerido

TOTAL

PATRON DE_INMUNIDAD (anti-HBs +)
CANTIDAD PORCENTAJE (37 CASOS)
34 91.9
3 8.1
1 0.0
38 100.0

C. PATRON DE CONTACTO ANTIGUO {anti-HBc +)

ADN TISULAR
Positivo
Negativo
Digerido

TOTAL

CANTIDAD PORCENTAJE (32
25 78.2

7 21.8

1 0.0

33 100.0
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Al revisar estos casos se observa que unco de ellos corresponde
a un CHC el cual puede haber sufride una mutacién genética de tal

forma que no contenga genoma viral replicante.

El otro caso corresponde a una HCA. La discrepancia en este
caso puede ser debida tanto a una falsa positividad serolégica (no
existe tampoco positividad tisular a los antigenos virales) como a

un error de muestreo (110).

Si excluimos estos casos por las razones mencionadas, la

positividad es del 100 %, similar a 1a encontrada por otros autores

(135).

Recordamos aqui que los casos en que la excesiva accidén de la
proteinasa K destruyé el tejido, no se usan en los calculos

porcentuales ni estadisticos).

4.4,2,.2 Patrén de inmunidad {Anti-HBs +).

En el grupo con patrén de inmunidad, se observa una
positividad alta en la expresidén de genoma viral en los hepatocitos
(91.9%), existiendo un pequefio porcentaje de negatividad que
pudiera corresponder a una curacién real con eliminacién del virus

v que la patologia hepatica fuese de otra etiologia coincidente.

Perc es conveniente observar que también puede deberse a una
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deteccidén inadecuada, en parte debida a error de muestreo en la HCP
v en parte a las mutaciones genéticas que sufren los tumores como

sucederia en el caso de los dos CHC.

4.4.2.3 Patrén de contacto antiguo (Anti-HBc).

El grupe con patrén de contacto antiguo mostré una positividad
menor para el genoma viral (78,.2%), quizds debido al mayor
porcentaje de CHC presente en este grupo (15.6%), que fueron
negativos. Dicha negatividad para el ADN viral en los CHC puede
ser debida a la existencia de una mutacidén genética en el tejido

tumoral transcursc de la carcinogénesis.

Al realizar la Prueba del Chi-cuadrado para comprobar 1la
relacién entre los resultados de la serologia positiva y la
presencia de ADN tisular, tanto de los grupos por separado como del
conjunte con marcadores seroldgicos positivos, se obtuvieros
valores de probabilidad (P) entre 8.173 * 10 y 7.972 * 10!, ambos
inferiores a 0.05 c¢onsiderado como limite de significacién

estadistica (P<0.05).
La misma diferencia estadisticamente significativa ocurrid al

comparar los marcadores tisulares del VBH con el ADN tisular, donde

los valores de P oscilaron entre 0.042 y 0.014.
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4.4.3 CASOS CON SEROCLOGIA NEGATIVA

En la Tabla X se relacionan los grupos con serologia de
contagio por el VBH negativa, cierta y dudosa, con la tincién del

ADN tisular.

4.4.3.1 Patrén negativo cierto.

E]l grupo con negativos ciertos, con serologia completamente
negativa para el VBH, sirvié de control a lo largo de las
diferentes ocasiones en que se realizé la técnica, incluyendo

varios casos en cada ocasién.

En este grupo, se observan cuatro discrepancias entre la

serologia v el ADN tisular.

Aparte de 1las consideraciones sobre la especificidad ¥
sensibilidad de 1a técnica, las historias clinicas fueron revisadas
y llamé la atencién que en el caso de la HCA, se habia realizado
una nueva determinacidn serolégica dos afios después de la toma de
la biopsia, demostrandose en el segundo estudio que el enfermo

presentaba un patrén de inmunidad contra el VBH (Anti-HBs +).

Los tres casos restantes, correspondientes a tres valoraciones
relativas a dos cirrosis Yy a un hepatocarcinoma sobreanadido a una

de ellas, sélo tenian hecha una determinacién seroldégica aislada ¥y
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TABLA X. RELACION ENTRE SEROLOGIA NEGATIVA PARA EL VBH

Y EL ADN TISULAR:

A. PATRON NEGATIVO CIERTO

ADN TISULAR CANTIDAD PORCENTAJE
Positivo 4 16.0
Negativo 21 84.0
TOTAL 7 25 100.0

B. PATRON NEGATIVO DUDOSO

ADN TISULAR CANTIDAD PORCENTAJE
Positivo 12 75.0
Negativo 4 25.0
TOTAL 16 100.0

103



pudiera existir un error del laboratorio de inmunoclogia, siendo
quizas falsos negativos serolégicos por técnica poco sensible,

intercambio de sueros, preservaciédn inadecuada de la muestra etc.

4.4.3.2 Patrén negativo dudoso.

Estos c¢asos, con determinaciones de marcadores séricos
aisladas e incompletas cuyo resultado era negativo, pertenecian a

pacientes de la primera época del estudio.

Se observéd una positividad en la deteccidén de genoma viral
parecida a los casos con patrén_de contacto antiguo (75%), de donde
puede inferirse que, de haber tenido todos los marcadores
serolégicos realizados, posiblemente la gran mayoria podrian

englobarse en este grupo.

4.5 PATRONES DE TINCION

4,.5,1 PATRON DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Los &cidos nucléicos en los hepatocitos pueden mostrar dos

morfologias distintas al ser observados al microscopio.

La forma granular (Fig. 29), cuando en el citoplasma del

104



Fig. 29 Patrén granular de la tincién del genoma viral (AEC/H
400 x).
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hepatocito se distinguian granulaciones rojizas a pequefio aumento

{100 y 250 aumentos).

La forma homogénea (Fig. 30), que aparece como una tincién
difusa a los aumentos anteriormente mencionados y que sélo
aumentos mayores, del orden de 400 o 1000 aumentos, permiten

reconocer el fino punteado que la constituye.

Los cdlculos porcentuales realizados comparando este patrén de
tincién con las diferentes lesiones hepdticas, muestran un
predominioc del patrén homogéneo en la HCP y HCA (81.8% y 72.4%
respectivamente), siendo los _porcentajes en el resto de las

ratologias mds equilibrados.

4.5.2 PATRON DE LA TINCION CELULAR

Dentro del hepatocito, la coloracidén rojiza expresada por los
4dcidos nucléicos a través del AEC, tiene wuna distribucién
equilibrada por todo el citoplasma, con acentuacidén ocasional en
las &areas de localizacion sub-membrana citoplédsmica. Hemos

denominade tal distribucidén patrdén citoplasmico (Fig. 31).
En algunas ocasiones, la distribucién del colorante ha sido

exclusivamente del tipo de acentuacién por dentro de la membrana

citoplasmica, ¥ la hemos denominado submembranosa (Fig. 32},
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Fig. 30 Patrén homogéneo de la tincién del genoma viral con la
HIS (AEC/H 280 x).
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Fig 31 Patrén de tincién citoplésmica del hepatocito con la
HIS (AEC/H 400 x).



Fig. 32 Patrén de tincién submembrancsc del hepatocito con la

HIS (AEC/H 1000 x).
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Los calculos porcentuales dan como resultado un franco
predominio del patrén citoplasmico en todos los caso, siendo
uinicamente 5 HCA ¥y 5 C las que mostraron patrén submembrancso, no

observandose en ninguno de estos casos expresién tisular del HBcAg.

4.5.3 PATRON DE TINCION LOBULILLAR

A nivel de la arquitectura hepatica, y como ya se ha descrito
anteriormente (107}, la coloracién rojiza correspondiente a

positividad tiende a distribuirse de dos formas distintas.

Esta distribucién es independiente de la cantidad de células
que muestren positividad para los Acidos nucléicos, las cuales en

ambos casos pueden ser escasas ¢© abundantes,

El patrdén periportal, gue muestra una agrupacién en torno al
espacio porta de los hepatocitos con tincién positiva (Fig. 26), ¥
el patrén difuso donde los hepatocitos con tincidén positiva se
distribuyen irregularmente por todo el lobulillo hepatico (Fig.

27).

En los cdlculos porcentuales previos, se observa un predominio
del patrén difuso sobre el periportal en todas las lesiones excepto
en la HR y la HCP, donde el porcentaje de ambos tipos de patrones

es més similar.
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4.6 CANTIDAD DE TINCION
4.6.1 CANTIDAD DE TINCION CELULAR

La gran mayoria de los casos mostraron una cantidad de tincidén
leve (60.5%) y menores proporciones de cantidad de tincién moderada
(25.7%) e intensa (13.8%), no observdndose ninguna alteracidn
porcentual llamativa en las diferentes lesiones hepdticas ni se

observé relacion con la actividad enzimatica.

4.6.2 CANTIDAD DE CELULAS TENIDAS

La mayoria de los casos mostrarcon una cantidad leve de células
tefiidas (54.5%) ¥y los casos con cantidad moderada (32.7%) e intensa
{12.8%) de células tefiidas se presentaron en menor proporcién, no
observiandose diferencias llamativas entre las diferentes lesiones

hepadticas ni con la actividad de las tranaminasas.

4.7 ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LA HCP Y LA HCA

Se escoge este grupo por ser mas representativo de la
citolisis y por ser grupos con efectivos suficientes para

establecer comparaciones y relaciones entre los cambios observados.
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Si bien se observé en estos grupos, y en consonancia con el
resto de las lesiones hepaticas un alto porcentaje del patrén
homogéneo de tincién del ADN tisular asi como un predominio del
patrén citopldsmico sobre el submembranoso, no hubo diferencia
estadisticamente significativa al comparar los patrones de tincién

entre ambos tipos de hepatitis (Tabla XI).

Se observé en cambio una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos tipos de hepatitis al relacionar el
patrén de distribucidn lobular de la tincién, siendo mas abundante
la forma difusa que la periportal en la hepatitis crdénica activa (P

< 0.05).

Otros parametros gue se compararon ¥y relacionaron en el grupo
de las hepatitis crénicas fueron la actividad de la transaminasa
GPT, la cantidad de células tefiidas y la cantidad de tincidén por
célula, no observandose diferencias estadisticamente

significativas.

4.8 DISCREPANCIA ENTRE SEROLOGIA POSITIVA Y ADN NEGATIVO

Se examinan a continuacién ¥ con maAs detalle los casos que,
teniendo serologia de contacto con el VBH, resultaron negativos
para los Acidos nucléicos tisulares (Tabla XII) y de los que

excluimos los CHC gque se comentan posteriormente.
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Tabla XI. COMPARACIONES ENTRE HCA Y HCP

PROBABILIDAD
HCA HCP EXACTA DE FISHER

SUERO
HBsAg - 24 156 0.2967

+ 11 3
Anti-HBs - 117 6 00,2424

+ 8 6
Anti-HBc - 31 156 0.4446

+ 4 3
GPT normal 1 1 0.5769

alta 33 17

TEJIDO
ADN + 29 11 0.0817

- 6 7
Patrén honog 21 9 0.4321
Tincidn granu 8 2
Patrén citopl 24 11 0.1805
Celular submem 5 0
Patrén difuso 26 6 0.0245 *
Lobular peripo 3 5

¥ P < 0.05
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TABLA XTII.

SUERO

Anti Anti
DIAG No HBsAg -HBs -HBc
HCP 1 - + -
C 1 - - +
HCP 1 - + -
HCA 1 + - +
{nd no determinado)
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TEJIDO
HBsAg HBcAg
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A pesar de ser una cantidad peguefa de casos, cbservamos que
los marcadores tisulares del VBH son también negativos, v aunque la
inmunihistoquimica no es un método de gran sensibilidad, si tiene
una gran especificidad. 81 a ésto afadimos que la hibridacién in
situ es una técnica de alta sensibilidad vy especificidad (107,135},
cabe la posibilidad de gque sean posibles falsos positivos

serolégicos.

4.9 DISCREPANCIA SEROLOGIA NEGATIVA Y ADN POSITIVO

Sélamente cuatro casos se encontraban en este grupo, que se

relacionan con detalle en la Tabla XIII.

Tanto los marcadores serolégicos como tisulares para el VBH
son negativos, lo que induce a pensar en una posible falsa

positividad de la HIS.

De todas formas, ¥y come hemos mencionado antes, uno de los
casos presenté un patrén de inmunidad (Anti-HBs +) en un control
serolégico dos afios después de la toma de la biopsia, y los otros
tres casos {dos cirreosis ¥ un carcinoma hepatocelular sobreafiadido
a una de las cirrosis) sélamente tenian realizada determinacidn
serolégica en una ocasién y cabe pensar en error de manipulacién,

preservacién ¢ técnica en el procesado del suero.

El hecho de que los marcadores tisulares sean negativos se
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TABLA XIII. DISCREPANCIAS SEROLOGIA NEGATIVA / ADN POSITIVO

SUERO TEJIDO
Anti Anti
DIAG HB=sAg -HBs -HBc HBsAg HBcAg
HCA - - - - -
C - -— —_ — -
C - - - - -
CHC - - - - -
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explica por el hecho de que son poco sensibles y que aunque afirman

si son positivos, no niegan si son negativos.

Por ello, consideramos a2 estos enfermos como falsos negativos
seroldégicos a la vista de lo expuesto y a la alta sensibilidad ¥y
especificidad de la técnica de HIS que en casos de seroclogia

negativa para el HBsAg es capaz de detectar genoma viral (135).

4.10 LOS HEPATOCARCINOMAS

Esta serie cuenta con 16 casos de CHC, de los cuales 7 (43.8%)
no presentan positividad a los marcadores seroldégicos del VBH y 9
(56.2%) si la muestran, siende éstos por tanto candidates a la

posible accidn carcinogénica del VBH.

En principio, y aunque excluyésemos el caso de ADN positivo
del grupo con serologia negativa, quedarian 6 casos (37.5%) sin
evidencia de contacto con el VBH, lo que nos hace pensar que aunque
el VBH sea un factor patogénico importante en el desarrolle del
CHC, en nuestro medio hay todavia un grupo importante de CHC no

relacionados con el VBH.
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4.10.1 CARCINOMAS HEPATOCELULARES CON SEROLOGIA NEGATIVA

En el grupo de CHC con serologia negativa de contacto para el
VBH (Tablae XIV), un solo caso mostrd positividad para genoma viral
con HIS, y el tejido cirrético que le acompafiaba mostraba también

positividad con la HIS.

Come hemos comentado antes, puede tratarse de un falso

negativo sercldégico.

4.10.2 CARCINOMAS HEPATOCELULARES CON SEROLOGIA POSITIVA

En el grupo de CHC con sercologia de contacto con el VBH (Tabla
XV), 1tnicamente un caso mostré positividad tisular para genoma

viral con la HIS (Fig. 33).

Merece la pena destacar que la mayoria presenta un patrén
serolégico de contacto antiguo que pudiera sugerir una integraciodn
de genoma viral en el lugar adecuado para producir una
transformacién tumoral. El genoma viral estaria integradc en tan
pequefia cantidad que ni él1 ni las proteinas que codifica serian

detectables.

Los tres casos que se acompahaban de tejido cirrético, éste
era positivo con la HIS para genoma viral, lo que sugiere que,

aunqgue el higado estd infectado, la integracién transforma al
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TABLA XIV. CARCINOMA HEPATOCELULAR CON SEROLOGIA NEGATIVA

ADN

ADN Marcadores Tejido en

Anti Anti en Tisulares Cirrotico Tej

CASO HBeAg -HBs ~-HBc CHC HBsAg HBcAg Acompafiante Cirr
1 ~ nd - - - - no
2 - - - - - - no
3 - - - - - - no

4 - - - + - - si +
5 - - - - - - no

6 - - - - - - si -

7 - - - - - - si -

(nd= no determinado)
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TABLA XV. CARCINOMA HEPATOCELULAR CON SEROLOGIA POSITIVA

ADN
ADN Marcadores Tejido en
Anti Anti en Tisulares Cirrotico Tej

CASO HBsAg -HBs -HBc CHC HBsAg HBcAg Acompahante Cirr

1 - + + + - - no
2 - + + - - - si +
3 - + + - - - no
4 - - + - - - no
5 - - + - - - no
6 - - + - - - no
7 - - + - - - si +
8 - - + - - - no
9 + - + - - - si +
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Fig. 33 Positividad de un carcinoma hepatocelular con la HIS
(AEC/H 1000 x).

121



hepatocito de tal modo que induce la tumoracién y no permite
reinfeccidén, ¥y ademds, la cantidad de genoma viral integrado es tan

pequefia come para gue no exista ARN pregendémico.

4.11 SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA HIS

Al establecer concordancias entre los marcadores seroclégicos
y tisulares del VBH con el ADN tisular detectado por medio de la
HIS (Tabla XVI) observamos que la mayor concordancia de los

marcadores serolégicos corresponde al HBsAg v anti-HBs.

La concordancia del HBsAg y HBcAg en tejido es atin mayor gque

con leos marcadores serolégicos.

Egs decir que cuando el HBsAg o el anti-HBs en suero son
positivos, existe una alta probabilidad de que el ADN tisular sea
positivo, alcanzando dicha probabilidad el 100% si el HBsAg o el

HBcAg tisulares son positivos.,.
En cambioc, cuando dichos marcadores, tanto en sueroc como en
tejido, son negativos, todavia la HIS detecta genoma viral y por

tanto casos con evidencia de infeccidén por el VBH.

En conjunto indica una alta sensibilidad de la técnica de HIS

asi como una alta especificidad.
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Tabla XVI. CORRELACION ENTRE MARCADORES DEL VBH Y ADN TISULAR

ADN+ ADN~- TOTAL %ADN+ %ADN-
SEROLOGICOS
HBgAg + 26 2 28 892.9 7.1
- 75 35 110 68.2 31.8
Anti + 78 11 89 B7.6 12.4
-HBc - 14 23 37 37.8 62.2
Anti + 34 3 37 91.9 B.1
-HBs - 43 30 73 58.9 41.1
Alguna
Serologia + 85 12 97 87.6 12.4
TISULARES
HBsAg + 17 0 17 100.0 0.0
- 68 32 100 68.0 32.0
HBcAg + 9 0 9 100.0 0.0
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S5i tomamos como base la HIS y la comparamos con los diferentes
marcadores del VBH en suero tanto por separado como en conjunto, se
cbserva que los marcadores seroldgicos mas especificos son el HBsAg

v el anti-HBs, si bien son de baja sensibilidad (Tabla XVII).

la sensibilidad de los marcadores seroldgicos es mayor cuando
se valoran todos elles en conjunto., En cambio cuando todos los
marcadores el suero son negativos lo mAs probable es que 1a HIS
resulte negativa. 8i ésta aparece positiva serd posiblemente debido

a su alta sensibilidad.
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Tabla XVII.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

DE LOS DIFERENTES MEDIOS USADOS

TIPOS DE MARACADORES EN SUERO

HBsAg
ne %
ADN Marcador
- + 2 1.4
- - 35 25.4
+ + 26 18.8
+ - 75 54.3
TOTAL 138
SENSIBILIDAD 0.26
ESPECIFICIDAD 0.95

Algdin Todos

S6lo Marcador Marcadores
Anti-HBc Anti-HBs Positivo Negativos

no % no % no % no %

7 5.1 3 2.7 12 8.7 16 11.6
30 21.7 30 27.3 25 18.1 21 15.2
25 18.1 34 30.9 85 61.6 97 70.3
76 55.1 43 39,1 16 11.6 4 2.9

138 110 138 138
0.25 0.44 0.84 0.96
0.81 0.91 0.68 0.57
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5. DISCUSION



5. DISCUSION

5.1 PATOLOGIA HEPATICA DE LOS ENFERMOS ESTUDIADOS

La primers sefial de infeccién por el VBH suele ser la
aparicién de sintomatologia o de alteraciones enzimaticas que

motivan la consulta del enfermo.

Los enfermos investigados en este estudic fueron todos
biopsiados y el estudio anatomopatolégico demostré en todos ellos
ratologia hepatica, dentro del espectro de la hepatopatia inducida

por el VBH.

La patologia hepatica inducida por el VBH es de una gravedad
progresivamente creciente en relacién con el tiempo transcurrido

desde el momento de la infeccidén (36,40,41,43).

El tiempo de evolucidén de la infeccién por VBH conlleva una
secuencia de sucesos que tiene su inicio en la hepatitis aguda,
progresando hacia hepatitis crénica (persistente y activa}l ¥
terminando en cirrosis vy, si las condiciones son favorables, en

carcinoma hepatocelular (68).
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La secuencia completa es, pues, la consecuencia de la

infeccidén prolongada, mas o menos latente, por el VBH.

La infeccidén viral en los enfermos de nuestro estudio, se ha
mantenido, bien en estado latente, bien en estado clinico evidente,
independientemente del patrén de inmunidad (anti-HBs +) o contacto

antiguo {anti-HBc +), segin hemos definido anteriormente.

Por medio de diferentes estudios clinicos y experimentales
{30,33,42,43,60) se ha demostrado que &1 hecho de que la infeccidén
viral permanezca en estado de latencia depende, por una parte, del
estado inmunolégico del enfermo ¥y, por otra, de los niveles de

replicacidn gque presente el virus en un momento dado.

La infeccién activa por el VBH supone, en cualquier fase de su
evolucién, que puede existir replicacidén viral. Periodos de
exacerbacién <c¢linica coinciden con los mayores niveles de
replicacién del virus, por lo que se infecta una mayor cantidad de
hepatocitos que, a su vez, son diana de los mecanismos
inmunoldégicos del huésped, con necrosis hepatocelular como

resultado final (30,36,41,44,83,91,106).

Esta secuencia repetitiva de inflamacién y necrosis, unida a
la capacidad de regeneracién del hepatocito se traduce, tanto
clinica comoc histopatolégicamente, en los diferentes tipos de

hepatopatias crénicas inducidas por el VBH.
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La historia de la infeccién, desde la primoinfeccién hasta el
posible desarrollo de un CHC, con una secuencia de lesiones que
incluyen las diferentes hepatitis crénicas y cirrosis, implica pues
una serie alternante de exacerbaciones y remisiones clinicas que
son la expresién de los distintos niveles de replicacién que sufre

el virus (146).

Estudios experimentales (147) demuestran que el genoma viral
permanece en el hepatocito, no sdélo despues de desaparecer 1ia
gintomatologia clinica de infeccidén sino también tras 1la
normalizacién serolégica de lqs marcadores de infeccidn y de 1la

aparicion del estado seroldgico de inmunidad (anti-HBs +).

Por lo tanto, la persistencia del genoma viral a nivel del.
hepatocito es considerada como la secuela natural de la infeccién
por el VBH. La integracidén de secuencias de su genoma al del
hepatocito serd asi mismoc una consecuencia, aunque mas tardia, de

dicha infeccién (40,80,153).

Ello, consecuentemente, implica tanto la permanencia del virus

en estado de latencia como la posibilidad de su reactivacién (147).

Los pacientes gque hemos agrupado con un patrén de inmunidad
{anti-HBs+) confirman la permanencia del virus, tanto por mostrar

una lesidén histopatoldgica con trascendencia clinica comoe por
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mostrar positividad con la HIS, lo cual indica la existencia de

replicacién viral.

5.2 ASPECTOS TECNICOS DE LA HIBRIDACION IN SITU

La HIS aplicada al VBH es una técnica laboriosa si se compara
con la mayoria de las técnicas habituales de histoquimica e

inmunohistoquimica.

Uno de 1los pasos mas criticos es 1la digestién con la
Proteinasa K para liberar los acidos nucléicos. Un exceso de accién
de dicha enzima conduce a lq, desaparicién de la mayoria del
esqueleto citopldsmico, con lo que se pierden los Acidos nucléicos
existentes en el citoplasma y la reaccién de hibridacidén es

imposible de realizar.

Una cuidadosa seleccién de la dilucién apropiada de 1la
Proteinasa K en relacién con los medios de fijacién que hemos usado
en nuestro servicio, asi como del tiempo de incubacién de la misma,

han sido fundamentales para la obtencién de resultados valorables,

Asi mismo, ha sido muy importante el uso de controles, tanto
positivos como negativos. Unos y otros nos han asegurado la validez
y reproductibilidad de la técnica al ser introducidos ambos y de
forma repetida durante las miltiples realizaciones de la técnica,

especialmente hasta lograr su puesta a punto.
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Otro aspecto importante ha sido la fase de desnaturalizacién

de los aAcidos nucléicos.

Dado que trabajdbamos con material fijado en formel e incluido
en parafina, los tiempos y temperaturas de la desnaturalizacién han
podido ser aumentadas hasta 15 minutos y 95C respectivamente, sin

reacciones adversas.,

Con el ajuste de estos pasos y siguiendo la pauta general de
la técnica, cada vez que se ha realizado ésta se han obtenido los
resultados previstos no sélo en las muestras de control sino
también en las muestras que se iban a analizar. Las discrepancias

surgidas se comentan en los resultados asi como en esta discusién,

5.3 PATRONES DE TINCION DE LA HIS

Nuestra experiencia con la HIS nos ha permitido definir unos
patrones de tincién de la misma y que se refieren, bien a la forma
gque tiene de mostirarse la positividad de la tincién (granular u
homogéneo), bien a la forma que tiene de distribuirse dicha tincién

en el citoplasma del hepatocito {(citopldsmico o submembranoso).

Otra forma de valorar la positividad de la HIS es per su
distribucidén en el lobulillo hepatico, donde se distingue la forma

periportal v la forma difusa. Estas formas de tincidén ya han sido
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descritas en la literatura (107) vy nuestros hallazgos son

coincidentes con estos datos.

En las diferentes correlaciones efectuadas se observa que el
patron de tincién homogéneo predomina en las HCP y HCA, el patrén
de distribucién citopldsmica es predominante en todas las lesiones
¥ gue el patrén de distribucidn lobulillar en su forma difusa

predomina sobre el patrén de distribucién periportal en la HCA.

5.4 CORRELACION DE LA HIS CON LOS MARCADORES DEL VBH

Los métodos recientemente desarrollados para la deteccidédn de
la infeccién por el VBH muestran no sélo mayor especificidad sino

también mayvor sensibilidad que los métodos clasicos.

Asi, los métodos de hibridacién del genoma viral por medio del
Southern blot vy dot blot (61,146,148) v las técnicas de ampliacién
genética como la reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
{149,150,166) han demostrado ser mads eficaces que los métodos
serolégicos para la deteccién de infeccién por el VBH, donde se han
observado falsas positividades en la deteccién del HBsAg asi como
deficiente especificidad y sensibilidad en la deteccién del anti-

HBc (62,563).

A pesar pues del perfeccionamiento de los medios de deteccién
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inmunolégicos, tanto en suero como en tejido, su eficacia no

alcanza la obtenida por los medios de hibridacién o PCR (57,135).

La HIS, como técnica derivada de la hibridacién de los Acidos
nucléicos, consigue demostrar presencia de genoma viral incluso en
los casos en que el HBsAg en suero es negativo, lo cual ha sido
confirmado por estudios deoble ciego basados en la determinaciédn

simultanea de genoma viral con la técnica de Southern bleot {135).

En nuestros estudios experimentales se demuestra que
secuencias del genoma viral son detectables en practicamente todos
los casos con serologia de contacto con el VBH, lo que indica una

apreciable correlacién entre los marcadores seroldgicos y la HIS,

Las discrepancias existentes pueden ser atribuidas a la menor
especificidad v sensibilidad de los marcadores serologicos ¥
tisulares ({(como lo demuestra el caso en que a los dos anos de
realizar la biopsia hepAtica el enfermo presentaba anti-HBs+ en
suero, lo gque indica un falso negativo serolégico en el primer

examen}.,

Asi mismo se deriva de nuestra experiencia que los marcadores
tisulares, aunque especificos, son poco sensibles, de tal forma que
cuando son positivos la HIS resulta positiva. En cambio si su
resultado es negativo, ello no excluye una posible positividad de

la HIS (mayor sensibilidad de la HIS).

133



5.5 SENSTIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA HIS

El genoma del VBH se expresa, tanto en el suero como en el
tejido, a través de proteinas, siendo la primera conocida el HBsAg
o antigenc Australia (11) con posterior reconocimiento del HBcAg ¥y

HBeAg (16,20,21}.

Mds recientemente se ha identificado también la proteina X o

HBxAg (23).

También son formas de expresién del genoma viral ¥y que se
relacionan con replicacién viral activa, el hallazgo de VBH-ADN en

suerce y de actividad de la ADN polimerasa del VBH (14,15).

Las proteinas que tienen probpiedades antigénicas producen en
el huésped una respuesta inmuncolégica. La reaccidén antigeno-
anticuerpo que ello produce puede ser la causa de que los métodos
de laboratorio convencionales no detecten estas proteinas, al no
permitir la existencia de proteinas virales libres en cantidad

suficiente para ser detectadas (84},

En caso de que la infeccidédn viral persista en estado de
latencia, algunas de esas proteinas pueden dejar de expresarse.
Ello puede ser debido primero a que, en la evolucidén de la

infeccidén, el genoma viral sufra mutaciones cuya consecuencia seria
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la expresion de proteinas andémalas o diferentes, vy segundo, incluso
a la ausencia real de las mismas, lo que, en cualquier caso, hace

que no sean detectables por los métodos habituales {(151,152,153).

Por 1o tanto la ausencia de deteccién de las proteinas
expresadas por el genoma viral no significa en ningin caso ni la
curacién de la enfermedad ni el aclaramiento del virus, sino,
simplemente, variaciones en la expresidén de su genoma. En algunos
casos, ello significa incluso la aparicién de formas clinicas de

infeccidn mds graves que las habituales (154-156).

De todo ello se deduce, teniendo en cuenta ademas los
artefactos secundarios al procesamiento de las muestras, como la
expresidén de proteinas y su deteccién es mucho mAs 14bil que la de

los acidos nucléicos.

En el proceso de sintesis de antigenos o marcadores del VBH,
existe una fase intermedia hasta la expresgsién de estas proteinas.
Son los ARN mensajeros encargados de traducirlas. Estos ARNm sirven
de intermediarios en la expresién viral y son identificados cada
vez en mayor numerco debide a la presencia de las modernas técnicas

de diagnéstico (151,152,157-159),

Estos ARNm pueden ser detectados por la sonda usada en la HIS.
El ARNm se uniria a la sonda en caso de que, en condiciones de baja

estringencia, el 70% de las bases sean complementarias, mientras
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gque si las condiciones son de alta estringencia, deberian ser

complementarias del 90% al 100% de las bases (130}.

En nuestro estudio, observamos un alto porcentaje de
rositividad de la HIS gque es mads llamativo en los grupos con patrén
de infeccidn (HBsAg+) (92.8%) v con patrén de inmunidad {anti-HBs+)

{91.9%), reflejando una mayor actividad replicativa en estos casos.

La positividad es porcentualmente mayor cuando se compara la
HIS con los marcadores tisulares del VBH, lo cual es indicativo de

los siguientes hechos:

Por un lado, de la facilidad con que se degradan las proteinas
durante la fijacidén y procesado del tejido, siendo especialmente
perjudicial para éstas las altas temperaturas necesarias para la

inclusidén en parafina.

Por otro lado, de gue mientras la inmunohistoguimica detecta
s6lamente una proteina, la HIS detecta varios ARNm que codifican
varias proteinas ademds de detectar ARN pregendémico y la cadena L
del VBH-ADN, que se acumula en el citoplasma de los hepatocitos
(17,116,140,141), lo cual explica la alta sensibilidad de la

técnica.

La menor positividad (78.2%) en el grupo de contacto antiguo

con el VBH (anti-HBc+) observada en este estudio indicaria
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aclaramiento viral con el paso dél tiempo, si bien el alito
porcentaje de CHC en este grupo (15.2%) también puede significar
que, con el paso del tiempo, las posibilidades de integracién de
secuencias del genoma del VBH aumentan y ello conduce eventualmente

al proceso de carcinogénesis.,

De hecho, el desarrollo del CHC siempre va asociado a una
infeccién de larga duracidén por el VBH (69,78} excepto en la
infancia, donde la posible transmisidén vertical de la infeccién

condiciona una aceleracién de los mecanismos patogénicos (101-103).

La sensibilidad y especificidad de la técnica de la HIS son
ademds corroboradas por estudios comparativos con otros medios de
hibridacién con electroforesis como el dot blot ¥y el Southern blot

(135).

De nuestros estudios experimentales se deduce que la HIS es
una técnica especialmente sensible en pacientes con HBsAg + en
suero (92.8%) v en pacientes con anti-HBs+ en suero (91.9%), siendo

su sensibilidad baja cuando se aplica a patologia tumoral (CHC).

5.6 LA HIS Y CASOS DE SEROLOGIA DUDOSA PARA EL VBH

En el presente estudio se incluyercon 16 casos con patologia

hepatica cuyos marcadores serolégicos para el VBH estaban

137



incompletos, siendo negativos los que se habian realizado.

Estos casos fueron todos ellos HBsAg negativos, aunque

carecemos del resultado del anti-HBs o del anti-HBc.

Un alto porcentaje de estos casos mostrd existencia de
secuencias de genoma del VBH con la HIS, lo cual indica que, de
haber tenido estos marcadores serolégicos realizados, dichos casos
podrian incluirse o bien en el grupo de patrén de inmunidad o bien

en el grupo de contacto antiguo.

Este resultado, ademéds dercorroborar la gran sensibilidad de
la técnica de HIS, indica la importancia de la investigacién de la
infeccidén del VBH a través de este medio, para asi detectar todos
los casos susceptibles de ser beneficiados por los tratamientos

actuales,

5.7 LA HIBRIDACION IN SITU Y EL CARCINOMA HEPATOCELULAR

En nuestra serie se han estudiado 16 CHC, de los cuales el

62.4% tienen evidencia serolédgica o por HIS de estar relacionados

con el VBH.

La relacién entre CHC y VBH es menor por tanto en nuestro
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medio que en las llamadas zonas endémicas como Oriente Medio, Asia
suroriental, China, Japén y Africa sub-sahariana, donde llega al
90% el nimero de casos de CHC con determinaciones positivas

relacionadas con el VBH (HBsAg + en suerc) (67-71,160).

En otros paises de la cuenca mediteranea, en cambio, se ha
observado que apenas se detecta genoma viral en los casos de
hepatocarcinoma y la zona sur de Europa es conocida por presentar
una menor incidencia de CHC relacionado con el VBH (161,162)., Datos
epidemioclégicos similares se han obtenido en USA (66), donde la

incidencia de infeccién por el VBH es también baja.

Todas estas observacionhes en conjunto indican que alguna otra
etiologia como alcohol, hemocromatosis, deficiencia de alfa-1-
antitripsina etc., pueda influir directamente en el desarrollo de

CHC en estas zonas, incluido nuestro medio.

Todavia hoy desconocemos cudl es el mecanismo patogénico que
relaciona el VBH con el CHC. A pesar de los estudios realizados
para conocer la estructura y funcidn del genoma viral integrado, la
variedad de hallazgos es tanta que no se encuentra una explicacién

comin.

Parece gque son muy escasos los CHC que muestran integracidn de
la totalidad del genoma viral, siendo mads frecuentes los casos en

que sélo porciones o fragmentos del genoma se hallen integrados
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{153).

A pesar de ello, en algunos estudios se ha observado que el

40% de los CHC contimian mostrande replicacién viral activa

(162,163).

Los fragmentos de genoma viral mAs frecuentemente integrados
correspenden a los genes X y §, que codifican las proteinas HBxAg

v HBsAg respectivamente (98,151,164).

AlGn hoy sigue siendo desconocido el mecanismo por el cual el
genoma viral integrado induce el desarrollo de CHC. El1 hecho de que
el gen X asi como las regiones S2 ¥y Pre-S tengan una acciodn
transactivadora sugiere que el genoma viral integrado podria
activar a distancia tante oncogenes como Areas receptoras de
sustancias carcinogénicas tales como el Acido retinoico (84-

86,164).

En un etudio de CHC recurrentes, se observé gue no todas las
recidivas pertenecian al mismo clon celular, sino que, por lo menos
la mitad de ellas, correspondian al nacimiento de un nuevo clon

hepatocelular neopldsico (165).

Entre los casos incluidos en este estudio, son poceos los CHC
gque muestren positividad para secuencias del genoma del VBH, ¥y

parece légico atribuir este hecho a los cambios y mutaciones
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exigtentes en el ADN del VBH secundarios o acompafiantes a la

transformacidén maligna.

Esto estaria en consonancia con el hecho de que, en el tejido
cirrético vecino a los tumores, en nuestra serie, se demuestra

positividad para secuencias del genoma del VBH con la HIS.

Pengsamos que al producirse una integracidén favorable del
genoma viral a lo large de la infeccién, se desarrolla el
hepatocarcinoma, y a partir de este momento, el tumor podria

evolucionar independientemente del resto del tejido hepatico.

El clon celular independiente contiene una pequeiia cantidad de
genoma viral que, siendo insuficiente para ser detectada, es capaz
de activar diferentes factores que condicionan el crecimiento
celular e inclusc de modificar la célula haciéndola mas resistente
a la reinfeccidén o a la replicacién del VBH (49,64), siendo el
resultado una tumoracién de crecimiento autdctono compuesta de

células no permisivas para infeccién y replicacidén viral.

De hecho, es posible que sélo algunos tumores relinan las
condiciones carateristicas en cuante a suficiente contenido de
genoma viral y a permisividad celular para facilitar que prosiga la

multiplicacidén del virus (146,163),
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6.1 Las biopsias examinadas en los enfermos con serologia de
contacto con el VBH muestran una patologia gque varia entre
hepatitis aguda y carcinoma hepatocelular, dentro del espectro

previsible que induce el VBH.

6.2 La HIS es capaz de detectar genoma viral en todas las
fases de la infeccién por el VBH, independientemente de la lesidn

histolégica existente.

6.3 La HIS del VBH es una técnica que, aunque algo méas
compleja que la inmunohitoquimica, puede llevarse a cabo en el
laboratoric de Anatomia Patolégica dotado con los medios

habituales, ¥y su duracién no alcanza las 6 horas.

6.4 Una vez montada y puesta a punto, la HIS puede quedar en
manos del personal auxiliar del laboratorio, pudiendo realizarse
com¢o cualgqier otra técnica, si bien es recomendable agrupar los

casos cuando se vaya a realizar,

6.5 Los Aacidos nucléicos virales se evidencian en el
citoplasma de los hepatocitos tanto en forma granular como

homogénea nc observandose diferencias importantes entre ambas
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formas de tincidén en la mayoria de las lesiones hepAticas excepto

en las HCP y HCA, donde predomina el patrén de tincién homogéneo.

6.6 En el citoplasma del hepatocito, la sefnal de los Acidos
nucleicos virales puede ser difusa o submembranosa, mostrando
nuestro estudio un importante predominio del patron difuso

citopldsmice en todas las lesiones hepaticas.

6.7 Se observan también, dentro del lobulillo hepdtico, dos
patrones de distribucidn de la positividad de la HIS: el periportal
v el difuso. En general se observa predominio del patrén difuso
excepto en la HCP, donde ambos patrones se manifiestan en

proporcidén similar.

6.8 Nuestro estudio no ha demostrado relacién entre la
cantidad de tincién por célula o cantidad de células tefiidas y el
tipo de lesién hepatica, observandose predominio de las cantidades

leves de ambas en todas las lesiones.

6.9 Entre la HCP v la HCA existen diferencias significativas
desde el punto de vista estadistico entre los patrones de tincién
periportal y difuso, con predominio del patrén difuso en la HCA (P

< 0.05).

6.10 A mayor tiempo de infeccién, aumenta el aclaramiento de

los marcadores de los marcadores inmunohistoquimiceos, tal como se
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deduce de los bajos porcentajes de positividad de éstos en el grupo
con patrén de contacto antiguo (anti-HBc +}. Esta negatividad no se
corresponde con un aclaramientc de genoma del virus detectado por

la HIS.

6.11 Algunos casos con patrén de inmunidad (anti-HBs +)
muestran negatividad con la HIS. Esto puede ser debido a tres
causas.

- Curacién real de la enfermedad con aclaramientoc del virus.

- Legidén hepdtica de etiologia ajena al VBH, contra el que el

paciente presenta inmunidad.

- Error de muestreo en la_toma de la biopsia, no obteniendo

hepatocitos que alberguen secuencias del genoma del VBH.

6.12 El grupo de patrén de contagio antiguo muestra menor
porcentaje de positividad con 1la HIS, probablemente debido al alto
numero de CHC incluidos en este grupo, susceptibles de sufrir
mutaciones genéticas en el transcurse de la carcinogénesis que

conllevan augsencia de replicacién viral.

6.13 La positividad del HBsAg o del anti-HBs en suero indica
alta probabilidad de existencia de ADN viral en el tejido,
detectable con la HIS. Esta probabilidad alcanza el 100% si el

HBsAg o el HBcAg tisulares son positivos.

6.14 La sensibilidad de la HIS es mayor que la de las
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técnicas serolégicas aplicables al VBH, puesto que es capaz de
detectar cascos de infeccidén que no producen manifestaciones

serolédgicas.

6.15 La HIS puede demostrar genoma viral incluso cuando todos
los marcadores, tanto seroldgicos como tisulares, para el VBH son
negativos. Esto es indicativo de 1la alta sensibilidad de 1la

técnica.

6.16 La HIS puede ser una técnica eficaz ¥y de utilidad
clinica para definir con precisién la ausencia o potencial de

infeccién por el VBH en casos con serclogia dudosa.
6.17 En nuestro estudio, los casos de CHC relacionados con el

VBH son menos de los esperados si este virus fuera el unico agente

etioldgico del CHC.
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7. RESUMEN

Se han investigado 142 biopsias hepaticas pertenecientes a 136
enfermos con el método de hibridacién in situ (HIS) para observar
la posible existencia de secuencias del genoma del virus B de la
hepatitis {(VBH) en los hepatocitos de estos enfermos afectos de

diferentes formas de hepatopatia crénica.

Para el estudio, los casos se han clasificado en cinco grupos
distintos segin los resultados de los marcadores serolégicos del

VBH., De ellos, 101 mostraban evidencia de contacto con dicho virus.

La HIS demostrd secuencias del genoma viral en un alto
porcentaje de pacientes con evidencia serolégica de contacto con el
VBH. El1 porcentaje que alcanzé priacticamente la totalidad de 1los
casos en los grupos con patrén de infeccién (HBsAg+) e inmunidad
{anti-HBs). También se ha detectado genoma viral en algunos

enfermos con marcadores serolégicos negativos para el VBH.

Se ha valorado la especificidad y sensibilidad de la HIS para
detectar infeccién por el VBH en pacientes con diferentes tipos de
hepatopatia crénica, especialmente en aquellos casos con serclogia

dudosa.
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Igualmente, se han definido los distintos patrones de tincién

celular y tisular.

Se exponen ademas diferentes consideraciones relativas a los
resultados, haciendo hincapié en los casos de discrepancia entre
marcadores serolégicos e HIS, con especial referencia a los casos

de carcinoma hepatocelular (CHC).
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