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PALABRAS CLAVE Resumen
Dengue; Antecedentes: El virus del dengue afecta distintos organos, pero se ha determinado que el
Dengue grave; higado es el principal blanco de accion y en donde ocurre la mayor severidad del dafo. Existen
Glucogeno; pocos estudios sobre los cambios histologicos durante la infeccion por dengue.
Hepatocito; Objetivos: Analizar las alteraciones histopatologicas post-mortem en higados de pacientes que
Diastasa presentaron la forma grave del dengue.
Métodos: Se revisaron los cortes de higado de 20 pacientes con dengue severo y se realizaron
coloraciones y pruebas para glucdgeno.
Resultados: Encontramos pérdida de glucdgeno citoplasmatico en todos los casos analizados y
la presencia de glucogeno intranuclear en dos de ellos.
Conclusiones: En este estudio se reporta por primera vez la presencia de masas de glucogeno
intranuclear en hepatocitos de dos nifos fallecidos con dengue grave.
© 2013 ACIN. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.
KEYWORDS Hepatic glucogen in cases with severe dengue: histopathological changes
Dengue;
Dengue hemorrhagic Abstract
fever; Background: Dengue virus affects various organs, but the liver is the main target of damage
Glycogen; and where the most severe damage can occur. There are few studies on the histological
Hepatocyte; changes in the liver during dengue infection.
Diastase Aims: To analyze the histopathological post-mortem alterations in livers from patients with

severe dengue.
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Methods: We revised serial liver sections, which were stained and tested for glycogen, from
20 patients with severe dengue.

Results: We found loss of cytoplasmic glycogen in all cases analyzed and the presence of
intranuclear glycogen in two of them.

Conclusions: This is the first report of the presence of intranuclear glycogen masses during

severe dengue.

© 2013 ACIN. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

El dengue es la enfermedad viral mas importante tras-
mitida por artréopodos en el mundo. Durante 2012 se
notificaron en Colombia 53.141 casos de los cuales 1.417
correspondieron a dengue grave y 51.724 a dengue!. En
el mismo ano la letalidad para dengue grave fue del 6,2%,
una tasa de letalidad mayor al limite establecido por la
OMS, que no debe ser superior al 2%2. Esta cifra es bas-
tante alarmante, dado que se conoce poco sobre los meca-
nismos de accion de la enfermedad y por ende no existen
tratamientos eficaces para evitar las consecuencias fatales
de la infeccién®3.

En este trabajo reportamos el hallazgo de glucégeno
intranuclear en los hepatocitos de dos nifios fallecidos por
dengue grave, como resultado de tratar de identificar el
origen de algunas inclusiones intranucleares metacromati-
cas reveladas durante el procesamiento del material para
microscopia electronica.

Estas inclusiones inicialmente se asociaron con la pre-
sencia de otro virus, pero las pruebas revelaron que se
trataba de glucogeno. El procedimiento se realizaba como
parte de un estudio para analizar los cambios histoldgicos
y ultraestructurales en los diferentes tejidos de pacientes
positivos para dengue grave, reportados entre 2007-2012
en Colombia.

Materiales y métodos
Seleccion del material

Se seleccionaron muestras de tejidos hepaticos humanos
de 20 pacientes post mortem y positivos para la infec-
cion con dengue que fueron reportados entre los afos
2007-2012 en Colombia. Las muestran hacen parte del
archivo de Patologia del INS-Colombia que se encuentran
conservadas en bloques de parafina y en laminas de H&E
que previamente han sido diagnosticadas para la infeccion
mediante técnicas histopatoldgicas, inmunohistoquimicas
y moleculares (RT-PCR)*>.

Procesamiento para Microscopia optica de alta
resolucion (MOAR) y microscopia electrénica (ME).

Se realizaron observaciones de las laminas de H&E para
seleccionar el fragmento de tejido incluido en parafina
que seria desparifinizado e incluido en resina epoxica para
su estudio por MOAR y ME%6,

Se hicieron cortes de 0,5 ym de espesor que se tifieron
con azul de toluidina en bérax al 1%. En dos de los veinte
pacientes, se demostraron inclusiones metacromaticas
intranucleares sospechosas de origen viral’, razon por la
cual se continuo el proceso para el estudio por ME de estos
dos casos en particular. Con los cortes semifinos se selec-
cionaron las areas para hacer cortes ultrafinos de 60 nm
contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo?.
Estos fueron observados en un microscopio electronico
Zeiss EM 109. Al tejido remanente incluido en parafina
de estos dos casos se le realizo tincion con PAS (acido
peryodico de Schiff) para deteccion de glucogeno y con el
método de PAS-diastasa para su confirmacion®. Esta colo-
racion se llevo a cabo porque la morfologia ultraestructu-
ral indicaba la presencia probable de glucogeno®.

Resultados
Microscopia de luz

Con la técnica de MOAR se observo pérdida de glucdgeno
citoplasmatico en todos los casos analizados e inclusio-
nes intranucleares en dos de los veinte casos analizados.
Dado que el informe histopatologico no reportaba estas
inclusiones se pensé que las mismas correspondian a la
presencia de un virus diferente al dengue y que solo podia
evidenciarse luego de someter el tejido a MOAR. A conti-
nuacion se reexaminaron las tinciones de H&E y se observo
que algunos nucleos tenian apariencia vacia o hueca adn
notoria cuando uno de los casos presentaba alto grado de
autolisis (fig. 1a). Los nlcleos vacios se correspondian con
las areas que evidenciaban glucogeno intranuclear con la
coloracion de PAS realizada después de la observacion del
material por ME que se pretendia identificar (fig. 1b).

La coloracion de PAS produjo una tincion fuerte de color
violeta o rojo con distintas tonalidades en los nlcleos
con las inclusiones. Esta reaccion se elimin6 al someter
el tejido a digestion con diastasa, lo cual confirmo la
presencia de glucdgeno. La tincion de PAS se distribuyo
en los nlcleos ubicados hacia la periferia del lobulillo
hepatico, delimitando perfectamente el hexagono que lo
conforma. Esta tincidon se encontr6 con un porcentaje del
40% y el 62% de los nucleos para cada uno de los dos casos
en donde ademas se observo fragmentacion del glucogeno
intranuclear en un porcentaje maximo del 16% (fig. 1b).

En el analisis de MOAR la toluidina revel6 algunos
nucleos irregulares, que contenian material metacroma-
tico, rodeado de un espacio claro y desplazado hacia la
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Figura 1 Inclusiones intranucleares en hepatocitos localizados a la periferia del lobulillo. a) Coloracion de H&E, se aprecian nlcleos vacios con
cromatina periférica. b) Coloracion de PAS. Se observan inclusiones PAS positivas en nlcleos de hepatocitos (punta de flecha), algunas de ellas
estan fragmentadas (flecha). c) Coloracion PAS diastasa, se observa que las inclusiones desaparecen cuando se someten a digestion con diastasa.

periferia, se observd una delgada franja de cromatina, en
contacto con la membrana nuclear (fig. 2b). Algunas veces
el nucléolo también se notd desplazado hacia la periferia
del nlcleo. El material que se observaba particulado en
dos o tres fragmentos media entre 1,33 pmy 2,06 pm. Los
nucleos afectados median en promedio de 7,07 pm y los
no afectados 5,33 pm.

Microscopia electrénica

Ultraestructuralmente se observaron algunos hepatocitos con
nucleos irregulares que en el centro contenian una estruc-
tura irregular sin membrana que la rodeara y con un tamano
promedio de 750 nm. La estructura estaba conformada por
particulas de 20 a 30 nm que podian corresponder a gluco-
geno en configuracion beta8 (fig. 2). Al igual que en la obser-
vacion de MOAR, aqui se logro apreciar un espacio claro que
circundaba la estructura y a continuacion desplazada hacia la
periferia del nlcleo, se observaba la cromatina rodeada por
la membrana nuclear. En algunos hepatocitos se noté el des-
plazamiento del nucléolo hacia la periferia del nlcleo.

El citoplasma del hepatocito contenia las estructuras
usuales, que no eran faciles de identificar dadas las con-

diciones de fijacion del tejido no recomendadas para
microscopia electronica (ME). No se observaron agregados
de particulas correspondientes a glucégeno en rosetas o
en configuracion alfa, forma caracteristicamente encon-
trada en el citoplasma de dichas células. Algunos hepa-
tocitos estaban vacuolados y con artificios, producto del
reprocesamiento de un material que originalmente estaba
incluido en parafina y que fue re-incluido en resina para
poder ser observado al ME. No se observaron particulas
que sugirieran corresponder a un virus.

Discusion

En 1883 Ehrlich describié vacuolas de glucégeno en el
higado de pacientes con diabetes mellitus y posterior-
mente se demostré que estaban localizadas en el niicleo®.

Ademas de los reportes en diabetes!%: ! estas inclusiones
se han descrito ocasionalmente en pacientes con enferme-
dad de Von Gierke'?, lupus eritematoso'3, hepatitis aguda
y cronica' !>, arterioesclerosis, neoplasias e inflamacion
aguda supurativa’, sindrome de Dubin Johnson'¢ y enfer-
medad de Wilson'?.
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La presencia ocasional de glucdgeno intranuclear también
se ha reportado en autopsias de personas aparentemente
saludables'®, ademas en algunos animales incluyendo vacu-
nos y caprinos'?20, La diferencia entre la presencia normal
o anormal de glucogeno intranuclear estaria dada por la
cantidad presente en el tejido. Se han reportado inciden-
cias del 0,4% en un caso de diabetes mellitus y hasta 50-60%
en hepatitis crénica'2!. En nuestro estudio los dos casos
encontrados presentaron una incidencia de glucogeno intra-
nuclear del 40 y 62%, semejante a la reportada en hepatitis
cronica y mucho mayor a la descrita en ausencia de enfer-
medad que corresponde a menos del 0,1%'°.

Hasta el momento el hallazgo del glucdgeno intranuclear
no se puede relacionar como un cambio atribuible a la
patologia del dengue debido a que tan solo aparecio en dos
casos de veinte. Es importante anotar también que, en la
historia clinica disponible de uno de los dos casos, el Unico
antecedente patologico previo era una virosis con posible
dengue clasico un afo atras y “rash” el mes anterior.

Es necesario aumentar el nimero de casos para el estu-
dio, especialmente de nifos, porque dos de los seis casos
de los ninos incluidos en el estudio presentaron glucdgeno
intranuclear en los hepatocitos. Las variaciones observa-

epatocito (flecha) y nlcleo con inclusiones
(punta de flecha). b) Coloracion de azul de toluidina. Se ven inclusiones intranucleares (punta de flecha), una de ellas fragmentada (flecha).
c) Ampliacion de la inclusion intranuclear de a, en la que se observa material particulado.

das en la intensidad del PAS se atribuyen a variaciones en
la cantidad de glucdgeno. Estas van de purpura oscuro al
rojo oscuro y rojo brillante indicando el mayor o menor
nivel de glucdgeno??. Se ha descrito una secuencia para
la liberacion del glucogeno de forma que este desaparece
primero de las células centrales del lobulillo hepatico®.

Nosotros observamos glucdgeno exclusivamente hacia la
periferia; es posible suponer que el evento haya sido cap-
tado en una etapa avanzada de dicha liberacion cuando ya
se ha consumido el de las células centrales del lobulillo.

Los fragmentos de glucogeno intranuclear presentaron
un area de 1,33 ym y 2,06 pm. Esto se ha descrito en
experimentos de inanicion en donde se efecta primero el
consumo de glucdgeno intracitoplasmatico y finalmente el
nuclear previo a la fragmentacionZZ.

Algunos eventos relacionados con la disfuncion hepatica
del dengue podrian ser responsables de la pérdida del glu-
cogeno, por ejemplo, los niveles elevados en las transami-
nasas. Las alteraciones de estas enzimas pueden modificar
el catabolismo de aminoacidos glicogénicos y por ende
alterar la biosintesis del polisacarido?3.

La imposibilidad de observar a la ultraestructura las
caracteristicas rosetas alfa, propias del citoplasma de los
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hepatocitos, puede ser otro indicio de que el proceso se
capté en una etapa avanzada del consumo de glucdgeno
en donde ya se ha consumido el intracitoplasmatico. Sin
embargo hay que anotar que el proceso de fragmentacion
que se describe, previo al inicio del consumo de glucé-
geno intranuclear, fue observado en nuestros casos en un
porcentaje maximo del 16% que no parece ser tan alto
como para indicar una etapa avanzada de consumo de glu-
cogeno.

En este estudio se reporta por primera vez la presencia
de masas de glucdgeno intranuclear en hepatocitos de dos
ninos fallecidos con dengue grave, un hallazgo que se ha
encontrado en otras patologias asi como en personas y ani-
males sanos aunque a incidencias mucho menores de las
encontradas cuando se asocia a una enfermedad.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo no permiten
afirmar que las inclusiones estén directamente relacio-
nadas con la patologia del dengue, pero estos hallazgos
deben aumentar el interés sobre el estudio del tejido
hepatico de pacientes positivos para dengue que presen-
ten nicleos de apariencia hueca en el diagnostico histopa-
tologico convencional.

Las inclusiones de glucdgeno son llamativas, grandes
y no deben confundirse con inclusiones virales. Pruebas
sencillas con diastasa y la coloracion de PAS esclarecen
su origen y la mayor incidencia de las mismas podrian
ser un nuevo marcador que amplie el conocimiento sobre
los cambios histopatoldgicos y bioquimicos que ocurren
durante la infeccion por virus dengue.
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