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reach high sensitivity values. Out of the 109 samples from patients with suspected ADH, 90 were ana-
lysed for meeting the inclusion criteria; 36 were positive for HAD, 3 were false negatives, and 51 were
negative (sensitivity 92%; specificity 100%). The median number of hemosiderophagues for samples with
a diagnosis of ADH was 70%; they were grouped according to etiology: pure infectious processes (Pl), pure
autoimmune diseases (AD), pure neoplastic diseases (ND), autoimmune diseases plus infectious process-
es (AD + Pl), and miscellaneous (MI). The median number of hemosiderophagues for each group was: Pl
(n=7) 50%, AD (n=15) 58%, ND (n=6) 73%, AD + Pl (n=5) 80%, ND + PI (n=4) 80%, MI (n=2) 45%
(p=0.57). The percentage of deceased patients was 49% (n=19), with a median hemosiderophague of
70%, compared with 64% of non-deceased patients (p=0.25). The reference value to establish the diag-
nosis of ADH in BAL simples obtained 36 hours after the beginning of symptoms using the Perls reaction
was ratified, which shows a high sensitivity and specificity to make the diagnosis of ADH.

Keywords: Macrophages; Hemosiderin; Hemosiderophages; Diffuse alveolar hemorrhage; Bronchoal-
veolar lavage; Perls’ reaction

A importancia dos macrofagos carregados com hemosiderina no diagndstico
de hemorragia alveolar difusa

Resumo

A hemorragia alveolar difusa (HAD) é uma sindrome clinica com alta mortalidade que compromete a fungdo
respiratdria. Seu diagndstico se baseia em testes clinicos, radioldgicos e citoldgicos. O objetivo do trabalho
foi ratificar o valor de referéncia de hemossideréfagos em lavagens broncoalveolares (LBA) (hemossiderdfa-
gos >20%), relaciona-los com a etiologia e definir as condigdes pré-analiticas para que a reacdo de Perls
alcance valores elevados de sensibilidade. De 109 amostras de pacientes com suspeita de HAD, 90 foram
analisadas para cumprir com os critérios de inclusdo; 36 resultaram positivas para HAD, 3 foram falsos
negativos e 51 resultaram negativas. A sensibilidade foi de 92% e a especificidade de 100%. A média
de hemossiderdfagos para amostras com diagndstico de HAD foi de 70%, eles foram agrupados de acordo
com a etiologia: processos infecciosos puros (Pl), doencas autoimunes puras (DA), doengas neoplasicas
puras (DN), doengas autoimunes mais processos infecciosos (DA+PI), doengas neoplésicas mais processos
infecciosos (DN+PI), misceldneas (Ml). A média de hemossideréfagos para cada grupo foi: Pl (n=7) 50%,
DA (n=15) 58%, DN (n=6) 73%, DA+PI (n=5) 80%, DN+PI (n=4) 80%, MI (n = 2) 45% (p= 0,57). A
porcentagem de pacientes falecidos foi de 49% (n=19), com uma média de hemossideréfagos de 70%,
em comparagcdo com 64% de pacientes ndo falecidos (p=0,25). Foi ratificado o valor de referéncia para
estabelecer o diagndstico de HAD em amostras LBA obtidas 36 horas apds o inicio dos sintomas através
da reagdo de Perls, que apresenta alta sensibilidade e especificidade para esse diagndstico.

Palavras-chave: Macrofagos; Hemossiderina; Hemossideréfago; Hemorragia alveolar difusa; Lavagem
broncoalveolar; Reacao de Perls

Introduccién

La hemorragia alveolar difusa (HAD) es un sindrome
clinico que debe considerarse como una emergencia mé-
dica debido a su alta morbimortalidad; compromete la
funcién respiratoria y en la mayoria de los casos requiere
de asistencia respiratoria mecanica, por lo que necesita
de un diagnéstico y un tratamiento rapidos (1). El térmi-
no HAD se refiere a distintas formas de hemorragia que
se originan en la microcirculacién pulmonar y pueden
afectar a multiples areas del parénquima pulmonar (2)
(3) (4).

Las caracteristicas clinicas de la HAD incluyen dis-
nea, anemia ferropénica, fiebre, episodios de hemop-
tisis y estertores crepitantes. A pesar de la actividad
intraalveolar activa del sangrado, la hemoptisis no esta
presente en la totalidad de los pacientes que cursen

Acta Bioquim Clin Latinoam 2022; 56 (4): 407-13

con este cuadro clinico (5). El examen fisico puede ser
bastante inespecifico, la radiografia de térax revelara
infiltrados alveolares irregulares que pueden comenzar
en un patréon focal unilateral y volverse mas difusos con
el tiempo (6) (7).

Existen multiples condiciones asociadas a esta pato-
logia. La mayoria de los casos ocurre en asociaciéon con
enfermedades sistémicas autoinmunes, desordenes del
tejido conectivo o enfermedades con anticuerpos anti-
membrana basal (2) (8). Aunque predominan los me-
canismos inmunolégicos y otras condiciones asociadas
a HAD incluyen infecciones, agentes toxicos, reaccio-
nes adversas a drogas, estenosis mitral, neoplasias, tras-
tornos de la coagulacion y complicaciones relacionadas
con trasplantes (patologias sin capilaritis pulmonar).
La capilaritis pulmonar se refiere a la inflamacion de la
microcirculacién pulmonar.



La hemosiderosis pulmonar idiopatica (HPI) es un
diagnostico de exclusion que se utiliza para describir
los casos de HAD en los que no se encuentra ninguna
condicion asociada.

El diagnéstico de HAD se basa en el reconocimiento
de sintomas y signos junto con datos radiolégicos, de
laboratorio y citologicos.

Luego de un episodio de sangrado, los macréfagos al-
veolares convierten el hierro de la hemoglobina en he-
mosiderina en el lapso de 36 a 72 horas y permanecen
en los espacios alveolares entre 4 a 8 semanas (9) (10)
(11) (12). La presencia de macréfagos cargados con he-
mosiderina (hemosideréfagos) en muestras de lavados
broncoalveolares (BAL) puede ser revelada mediante la
reaccion de Perls y asi confirmar el diagnoéstico de HAD
al obtener un porcentaje de hemosideréfagos =20%,
valor que se utiliza como criterio diagnéstico (13) (14)
(15) (16).

Se realiz6 el presente trabajo en la poblacion de esta
institucién con el objetivo de ratificar el valor de refe-
rencia de hemosideréfagos positivos para establecer el
diagnostico de HAD en muestras de BAL, correlacionar
los resultados obtenidos con el diagnostico etiolégico
y definir las condiciones preanaliticas necesarias para
que la técnica citoquimica de Perls alcance valores eleva-
dos de sensibilidad.

Materiales y Métodos

Se analizaron 109 muestras de BAL (material de des-
carte) de pacientes con sospecha de HAD que ingresa-
ron al departamento de Bioquimica Clinica, Laborato-
rio de Citologia del Hospital de Clinicas “José de San
Martin” durante el periodo comprendido entre abril
de 2015 y octubre de 2019. Se incluyeron en el anali-
sis 90 muestras (83%) y 19 (17%) fueron excluidas por
no cumplir los criterios de inclusiéon (historia clinica
no disponible, volumen de muestra insuficiente, abun-
dante moco). Como control negativo se incluyeron 20
muestras de BAL sin diagnéstico de HAD.

El estudio citolégico de las muestras de BAL incluyo
recuento celular total, recuento celular diferencial e in-
vestigacion de la presencia de macrofagos cargados con
hemosiderina mediante la reaccién citoquimica de Perls.

Anélisis de los lavados broncoalveolares

El recuento celular total se realizé en camara de Neu-
bauer modelo Boeco (Alemania) por duplicado y se in-
formaron como células totales/mm?3. Para determinar
el recuento celular diferencial se utilizé una centrifuga
modelo Rolco 2036. Las muestras fueron centrifugadas
a 1500 r.p.m. por 10 minutos; con el sedimento se rea-
lizaron los extendidos por duplicado y luego de dejarse
secar a temperatura ambiente se fijaron durante 3 mi-
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nutos con metanol (Biopack); posteriormente se tine-
ron con solucién de Giemsa (Biopack) al 10% por 15
minutos. Se lavaron con abundante agua y se observa-
ron al microscopio 6ptico (MO) (Olympus CX23) con
aumento 100X y 400X, para determinar el porcentaje
de cada tipo celular (macréfagos alveolares, neutrofi-
los, eosinofilos, linfocitos, células cilindricas).

Blsqueda de macroéfagos con hemosiderina

Para la identificacion de hemosideréfagos se centri-
fugaron las muestras a 1500 r.p.m. por 10 minutos y se
descartaron los sobrenadantes. Se utilizo el sedimento
para realizar los extendidos por duplicado; se dejaron
secar a temperatura ambiente y fueron fijados durante
30 minutos en alcohol de 96°. Los extendidos se cubrie-
ron con el reactivo de Perls (partes iguales de una so-
lucién acuosa de ferrocianuro de potasio al 2% y dcido
clorhidrico al 10%) y se incubaron en camara himeda
por 30 minutos a 37 °C. El hierro férrico intracelular se
combiné con el ferrocianuro potasico produciendo un
producto azul, ferricianuro férrico. Finalmente, se de-
tuvo la reaccion mediante lavados sucesivos con abun-
dante agua y se observaron los extendidos al MO con
aumento de 100X y 400X.

La positividad de la reaccion se evidencié mediante la
presencia de un precipitado de color azul intenso en el
interior de los macroéfagos alveolares. Estos fueron eva-
luados utilizando el siguiente score: ausencia de color =0,
azul débil en una porcién del citoplasma =1, azul pro-
fundo en una pequena porcion de la célula =2, azul in-
tenso en la mayoria de las areas del citoplasma =3, azul
intenso en la totalidad del citoplasma =4. Solamente el
score 4 se consideroé positivo para realizar el diagnostico
de HAD (Fig. 1) (Fig.2). El punto de corte utilizado para
establecer el diagnostico de HAD fue hemosideréfagos

=20% (14).

Figura 1. Macrdfagos alveolares.
A: Macrofago sin hemosiderina correspondiente a score=0. B: Hemosideréfa-
gos score=1: azul débil en una porcién del citoplasma (400X)
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Figura 2.
A: Hemosideréfago score=3: azul intenso en la mayoria de las areas del
citoplasma. B: Hemosiderdfago score=4: azul intenso en la totalidad del
citoplasma (400X).

Se determiné el porcentaje de hemosideréfagos para
cada muestra de BAL y, por ultimo, se corrobor6 el diag-
nostico definitivo con la historia clinica del paciente.

Analisis estadistico

Se evalu6 la sensibilidad y la especificidad mediante
curvas ROC (receiver operating characteristic) , y se determina-
ron el area bajo la curvay el indice de Youden. Se calculé
la estadistica descriptiva informandose mediana y rango
para cada poblacion. Mediante Anova Kruskal-Wallis se
analizo6 la correlacion del porcentaje de hemosideréfagos
positivos con la etiologia de HAD y con la sobrevida de los
pacientes. Todos los analisis estadisticos se realizaron con
el software MedCalc version 19.1.6 (Medcalc Software, Ma-
riakerke, Belgica). Para todas las pruebas, la significacion
estadistica se estableci6 en un valor de $<0,05.

Aspectos éticos

Esta fue una investigacién retrospectiva con material
de descarte. Los pacientes fueron anonimizados para el
uso de los materiales en este estudio. Por lo tanto, no
se necesité consentimiento informado (Ley Nacional de
Proteccion de Datos Personales, N° 25326 - Argentina).
Se siguieron los lineamientos de la declaracion de Hel-
sinki de 2013.

Resultados

De las 90 muestras representativas de BAL correspon-
dientes a pacientes estudiados por sospecha de HAD,
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46 (51%) fueron individuos masculinos, y 44 (49%) fe-
meninos, con una mediana de edad de 55 anos (rango
16-88). Del total, 36 muestras (40%) resultaron positivas
para diagnoéstico de HAD (macroéfagos cargados con he-
mosiderina =20%) y con diagndstico final confirmado
por historia clinica, 3 muestras (3%) resultaron negati-
vas por el analisis citologico del BAL pero con diagnosti-
co positivo para HAD por historia clinica y 51 muestras
(57%) resultaron negativas para HAD (macréfagos car-
gados con hemosiderina <20% y confirmado por historia
clinica). Se obtuvo una sensibilidad S=92% y una especi-
ficidad E=100% para la técnica citoquimica de Perls.

A partir del analisis de la curva ROC se puede inferir
que dado el alto valor del indice de Youden (0,94) y el
alto valor del AUC (0,995) el test diferencia con altisima
sensibilidad y especificidad los pacientes sanos de los
enfermos (Fig. 3).
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Figura 3. Curva ROC para la reaccion de Perls.
Sensibilidad=92% y Especificidad=100%.

La mediana de hemosider6fagos en pacientes con
diagnéstico confirmado de HAD fue de 70% (rango
7-96). El histograma (Fig. 4) indica la frecuencia con
la cual se observan los porcentajes de hemosideréfagos
positivos en muestras de BAL.

Se analizaron 20 muestras de pacientes sin diagnos-
tico de HAD como control negativo y no se observaron
hemosiderdfagos positivos mediante la reaccion de Perls.

Los pacientes con diagnéstico de HAD confirmados
por historia clinica fueron agrupados en seis catego-
rias segun su etiologia: procesos infecciosos puros (PI),
enfermedades autoinmunes puras (EA), enfermeda-
des neoplasicas puras (EN), enfermedades autoinmu-
nes mas procesos infecciosos (EA+PI), enfermedades
neoplasicas mas procesos infecciosos (EN + PI), misce-
laneas (MI) (insuficiencia renal aguda, tromboembolis-
mo de pulmon).

Se obtuvo un valor de mediana de hemosideréfagos
para cada grupo etiolégico:

PI (n=7) 50% (rango 26-96%), EA (n=15) 58% (ran-
go 796%), EN (n=6) 73% (rango 30-75%), EA+PI
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Figura 4. Frecuencia observada de los porcentajes de hemosiderdéfagos positivos en 39 muestras de lavado
broncoalveolar de pacientes con diagnéstico de hemorragia alveolar difusa confirmado por historia clinica.

(n=5) 80% (rango 50-88%), EN+PI (n=4) 80% (rango
60-80%) y MI (n=2) 45% (rango 38-52%) (p=0,57). No
se encontraron diferencias significativas entre los dife-
rentes grupos de pacientes, excluyendo del andlisis a MI
por escaso namero de casos (Fig. 5).
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Figura 5. Representacion de las medianas de hemosideréfagos
para cada grupo etiolégico. No se encontraron diferencias

significativas entre los diferentes grupos (p=0,57).
Patologia: 1: Infecciones puras, 2: Enfermedades autoinmunes, 3: Enfer-
medades neoplésicas, 4: Enfermedades autoinmunes mas infecciones,
5: Enfermedades neoplasicas mas infecciones.

El porcentaje de pacientes fallecidos con diagnoés-
tico de HAD fue de 49% (n=19). La sobrevida de los
pacientes fallecidos luego de realizado el diagnostico
citolégico de HAD fue la siguiente: 12 meses n=1, hasta
6 meses n=8, menores de 15 dias n=10. Se obtuvo una
mediana de 70% (rango 34-85) de hemosideré6fagos po-
sitivos en pacientes fallecidos, en comparaciéon con la
mediana de los pacientes no fallecidos de 64%, (rango
7-96) (p=0,25). No se encontré diferencia significativa
entre ambos grupos.

Discusion y Conclusiones

La técnica citoquimica de Perls es utilizada en los
laboratorios de citologia con el fin de evidenciar la
presencia de hemosideréfagos en muestras de BAL,
con el objetivo de realizar el diagnostico de HAD (16)
(17). Desde 1970 el BAL es la muestra elegida para es-
tablecer el diagnostico de HAD mediante esta técnica.
Lanssence et al. establecieron un valor de porcentaje de
hemosideréfagos en BAL como criterio de diagnéstico
para HAD (220%) (18). Esta cifra tiene una estrecha
relacion con el informado por Finley et al. (19), Drew
et al. (20) y Golde et al. (21), quienes describieron por
primera vez la correlacion entre el porcentaje de hemo-
sideréfagos y la HAD en biopsias pulmonares.

Del estudio estadistico se obtuvo una sensibilidad
S=92% y una especificidad E=100%, lo que indica la
gran utilidad de esta técnica para diagnosticar HAD en
muestras de BAL.

Dentro de la lista de pacientes estudiados y ana-
lizados con sospecha de HAD, se obtuvieron tres con
un diagnéstico falsamente negativo (hemosiderofa-
g0s<20%), mientras que la historia clinica confirmaba
el diagnoéstico de HAD. Analizando y buscando las cau-
sas de los resultados, se detecté que las muestras habian
sido tomadas antes de las 36 h de ocurrido el evento.
Entre las condiciones preanaliticas, la mas importante
es el tiempo transcurrido desde el comienzo de los sin-
tomas de HAD hasta el momento en el que se realiza
la toma de la muestra. En los tres pacientes, el tiempo
transcurrido desde el comienzo de los sintomas hasta la
realizacion de la fibrobroncoscopia fue menor de 36 h.
Ioachimescu et al. indicaron que los complejos de he-
mosiderina comienzan a formarse en el citoplasma de
los macroéfagos alveolares luego de las 36 h de ocurrido
el sangrado en los alvéolos (22). Esto fue corroborado
al analizar una segunda muestra de esos mismos pacien-
tes luego de 48 h de haberse analizado la primera, ob-
teniéndose en este segundo andlisis un valor de hemo-
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sideréfagos mayor del 20% vy ratificando el diagnéstico
de HAD presente en la historia clinica.

El analisis de estos tres pares de muestras se realizo
con el fin de poder estudiar y verificar el tiempo a partir
del cual la técnica citoquimica de Perls puede ser utili-
zada con una alta sensibilidad para establecer correcta-
mente el diagnoéstico de HAD y evitar asi los resultados
falsamente negativos. Se puede concluir que existe un
periodo de ventana comprendido entre 0 y 36 h luego
de comenzado los primeros sintomas de HAD, en el cual
la técnica citoquimica de Perls no podra revelar la pre-
sencia de hemosiderina en el interior de los macréfagos
alveolares, independientemente de la existencia de la
patologia. Esto se debe al tiempo fisiologico requerido
para la formacion de los complejos de hemosiderinay su
posterior identificacion citolégica (9) (10) (12).

En estos casos se sugiere el analisis de una segunda
muestra de BAL luego de las 36 h de iniciados los pri-
meros sintomas de HAD, para corroborar el porcentaje
de hemosideréfagos y establecer con certeza el diagnos-
tico de la patologia respiratoria.

Ratificando lo postulado por Maldonado et al., se con-
cluye que las enfermedades autoinmunes son la causa
mas frecuente para HAD en la poblacion estudiada (13).
No se observo una diferencia significativa en los valores
de la mediana para hemosideréfagos entre este grupo
etiologico y las demads patologias observadas (p=0,5).

De los 39 pacientes estudiados con sospecha de HAD,
un total de 20 sobrevivieron y el resto falleci6 en el tras-
curso de los 12 meses, donde el 52% no super6 los 15
dias. La mediana de hemosideréfagos positivos, para
ambos grupos de pacientes, no presento6 diferencia es-
tadisticamente significativa: 64% y 70% para pacientes
sobrevivientes y fallecidos, respectivamente ($=0,25).

El porcentaje de macréfagos cargados con hemosi-
derina tiene un gran valor diagnéstico al reafirmar el
punto de corte mayor o igual a 20% de hemosideréfa-
gos en BAL, siempre que se obtenga la muestra luego
de las 36 h de transcurrido el evento, pero carece de va-
lor pronéstico ya que no se puede conocer el desenlace
del paciente con esta metodologia.

La muestra de BAL, obtenida mediante fibrobron-
coscopia, es 6ptima para realizar el diagnoéstico de HAD
mediante la bisqueda e identificacién de macréfagos
cargados con hemosiderina utilizando la técnica citoqui-
mica de Perls, con una alta sensibilidad y especificidad.

Este estudio demuestra la gran utilidad de la técni-
ca para realizar el diagnéstico de HAD en muestras de
BAL (hemosiderofagos =20% en muestras de BAL obte-
nidas luego de las 36 h).

En aquellas situaciones en donde el porcentaje de
hemosideréfagos sea <20% en muestras de BAL remi-
tidas antes de las 36 h de comenzado el evento y la cli-
nica acompane la sospecha de HAD, se recomienda el
analisis de una segunda muestra luego de 36-48 h de
iniciados los sintomas.
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La sobrevivida de 49% (n=19) de los pacientes con
HAD confirmado no supera los 12 meses y es mas fre-
cuente el fallecimiento dentro de los primeros 15 dias
luego de realizado el diagnéstico citologico de la pato-
logia. Se corrobora la alta mortalidad de Ia HAD, por lo
que se propone que la busqueda de macrofagos carga-
dos con hemosiderina sea considerada una practica de
emergencia.
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