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RESUMEN

Introduccion: El objetivo del estudio es describir las caracteristicas clinicas, patoldgicas, virolégicas y genéticas de la
respuestainmune de los pacientes diagnosticados con infecciéon por SARS-CoV-2 y su relacién con el curso desfavorable
de la enfermedad. Métodos: Estudio descriptivo, relacional, longitudinal y retrospectivo basado en la revision de
historias clinicas, toma de biopsias tru-cut post-mortem de pulmén e higado, toma de muestras de sangre e hisopado
naso-orofaringeo o de aspirado del tubo endotraqueal. En la primera fase las biopsias seran procesadas y estudiadas
con histologia convencional e inmunohistoquimica en el servicio de Anatomia Patolégica del hospital Nacional
Carlos Seguin Escobedo de Arequipa, Peri. Resultados: La edad media avanzada, el sexo masculino y la presencia de
comorbilidades fue predominante en los pacientes fallecidos. Las biopsias pulmonares mostraron predominantemente
las fases exudativa y parcialmente proliferativa del dafo alveolar difuso y focal, asociada principalmente a una
hiperplasia de macroéfagos intraalveolares con acumulacién dentro del espacio alveolar, semejando una neumonia
descamativa, asi como neumocitos intraalveolares binucleados y atipicos, con nucléolos eosinofilicos (semejante a
virocitos) en algunos casos. En la gran mayoria de casos se observaron depdsitos de fibrina intravascular asociada
al acumulo de células inflamatorias compuestas por neutréfilos y monocitos, representando microtrombosis. Las
biopsias de higado mostraron esteatosis predominantemente macrovesicular y en dos casos se observé esteatosis
microvesicular. Adicionalmente, se observaron diversos grados de necrosis e inflamacién portal y lobular. Conclusién:
Los hallazgos clinicos y patoldgicos en este primer reporte son consistentes con publicaciones previas y confirman
el patréon de dafo alveolar difuso asociado a agregados de macrofagos intraalveolares y microtrombosis; ademas
esteatosis macro y microvesicular hepatocitica, junto a grados variables de necrosis.

Palabras clave: SARS-COV-2; COVID-19; Patologia; Inmunohistoquimica (fuente: DeCS BIREME).
ABSTRACT

Introduction: The objective of the study is to describe the clinical, pathological, virological and genetic characteristics of
the immune response of patients diagnosed with SARS-CoV-2 infection and its relationship with the unfavorable course
of the disease. Methods: Descriptive, relational, longitudinal and retrospective study based on the review of medical
records, taking post-mortem tru-cut biopsies of the lung and liver, taking blood samples and naso-oropharyngeal swab
or endotracheal tube aspirate. In the first phase, the biopsies will be processed and studied with conventional and
immunohistochemical histology in the Pathological Anatomy service of the Hospital Nacional Carlos Seguin Escobedo
in Arequipa, Peru. Results: Advanced mean age, male sex, and the presence of comorbidities were predominant in
deceased patients. Lung biopsies showed predominantly the exudative and partially proliferative phases of diffuse
and focal alveolar damage, associated primarily with intraalveolar macrophage hyperplasia with accumulation within
the alveolar space-resembling desquamative pneumonia, as well as atypical binucleated intraalveolar pneumocytes,
with eosinophilic nucleoli (similar to virocytes) in some cases. In the vast majority of cases, intravascular fibrin deposits
associated with the accumulation of inflammatory cells composed of neutrophils and monocytes, representing
microthrombosis, were observed. Liver biopsies showed predominantly macrovesicular steatosis and in two
cases microvesicular steatosis was observed. Additionally, varying degrees of necrosis and mild portal and lobular
inflammation were observed. Conclusion: The clinical and pathological findings in this first report are consistent with
previous publications and confirm the pattern of diffuse alveolar damage associated with aggregates of intraalveolar
macrophages and microthrombosis; confirms in addition, macro and microvesicular hepatocytic steatosis, together
with variable degrees of necrosis.
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INTRODUCCION

La pandemia ocasionada por la infeccion por el nuevo
coronavirus 2019, o como también es conocido
coronavirus del sindrome de falla respiratoria aguda
severa 2019 (SARS-CoV-2019), esta causando severos
danos a los sistemas sanitarios y econémicos a nivel
mundial, con mas de seis millones de infectados y mas
de trescientos ochenta mil fallecidos globalmente
a la fecha®. Esta enfermedad aparecié hacia finales
del ano 2019 en Wuhan, una ciudad comercial en
China central, en la que causé la muerte de mas de
mil ochocientas personas e infecté mas de siete mil
individuos en los primeros quince dias de la epidemia.
El comité internacional de la taxonomia de virus
nombré el virus como SARS-CoV-2 y la enfermedad
COVID-1912,

La familia de coronavirus (CoV) es una clase de virus
RNA de cadena simple y encapsulado con un muy
extenso rango de fuentes naturales. El SARS-CoV-2 es
un miembro de los beta-coronavirus junto al SARS-
CoV y MERS-CoV, con quienes comparte similitudes
en su genoma, biologia y clinica. Estos virus causan
enfermedades respiratorias, entéricas, hepdticas y
neuroldgicas. Hasta ahora han sido evaluados mas
de treinta y siete mil genomas del SARS-CoV-2 a nivel
mundial segun GISAID, encontrandose una gran
cantidad de variantes genémicas®.

Se ha identificado que el sexo masculino, edad mayor
de 65 afos y el tabaquismo son factores de riesgo
para la progresién de la enfermedad en pacientes
con COVID-19. Las enfermedades subyacentes como
hipertension, diabetes, enfermedad cardiovascular
y respiratoria son mayores en una proporcion
estadisticamente significativa en pacientes criticos y
mortales comparados con los pacientes no criticos®.

Multiples estudios demuestran que una inadecuada
respuestainflamatoria sistémica, predominantemente
pro-inflamatoria, con la denominada tormenta
de citoquinas, juega un rol muy importante en la
patogénesis de la enfermedad, especialmente en
la enfermedad critica y muerte, relacionados con el
sindrome de distrés respiratorio agudo y sepsis viral
con falla multiorganica®. La tormenta de citoquinas
puede iniciar la sepsis viral y la injuria pulmonar
inducida por la inflamacién que lleva a otras
complicaciones que incluyen neumonitis, sindrome
de distrés respiratorio agudo (ARDS), falla respiratoria,
shock, falla multiorganica y muerte®.

El ARDS es una patologia pulmonar que dificulta

la entrada del oxigeno a la circulacion, y se ha
demostrado histopatolégicamente ser la causa de la
mortalidad de la mayoria de trastornos respiratorios,
incluyendo los casos fatales de SARS-CoV, MERS-
CoV y SARS-CoV-2. Se han encontrado mas de
40 genes candidatos asociados al desarrollo de
ARDS que incluyen ACE2, IL-10, factor de necrosis
tumoral (TNF), y factor de crecimiento del endotelio
vascular”. Esto podria explicar la enfermedad
severa y muerte de pacientes sin aparentes factores
de riesgo de prondstico negativo y la respuesta
inmune inadecuada asociada a la progresion de la
enfermedad.

Existen varias publicaciones que describen las
caracteristicas clinicas y epidemiolégicas; sin
embargo, los reportes de las caracteristicas
histoldgicas, asicomolademostracion dela presencia
del virus en el tejido son relativamente limitados.
Los reportes que describen las caracteristicas
histopatoldgicas evidencian en el pulmén cambios
correspondientes principalmente a dafo alveolar
difuso y microtrombosis, necrosis focal de miocitos
cardiacos, cambios degenerativos inespecificos en
otros 6rganos, siendo semejantes a lo observado en
lainfeccion porlos virus SARS-CoVy MERS-CoV®'?, La
patologia es una herramienta que pone en evidencia
los mecanismos fisiopatoldgicos interactuantes en
los tejidos afectados por una enfermedad.

En este trabajo vamos a tratar de dilucidar las
caracteristicas del huésped y del agente infeccioso
que podrian tener una relacién con el prondstico
de los pacientes infectados con SARS-CoV-2, que
incluye el describir las caracteristicas clinicas
y laboratoriales relacionadas al prondstico ya
definidas, la presencia de polimorfismos en genes
inflamatoriosy epiteliales que tienen unarelacién con
la susceptibilidad a desarrollar ARDS, genotipificar
mediante secuenciamiento de préxima generacién
los SARS-CoV-2 a partir de hisopado nasofaringeo
o aspiraciéon de tubo endotraqueal, el estudio
histopatoldgico de las biopsias de pulmoén, higado
y posiblemente rindn u otros 6rganos asi como
identificar la presencia del SARS-CoV-2 mediante
RT-PCR en estos tejidos a partir del tejido embebido
en parafina. Se buscard definir una relacion entre
estos factores y el curso de la enfermedad dividida
entre enfermedad leve (ambulatorio), en pacientes
hospitalizados (enfermedad moderada a grave), en
cuidados intensivos (enfermedad critica) y pacientes
fallecidos.
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Creemos que la comprensiéon de los mecanismos
patogénicos es indispensable para un tratamiento
racional y eficaz de las enfermedades. Dado que
se espera que una gran parte de la poblacién se
infecte con el SARS-CoV-2, consideramos que es muy
importante determinar qué factor o factores y en
qué tipo de pacientes la enfermedad va a tener una
progresion negativa, y va ocasionar un dafo severo a
la sociedad, al sistema sanitario y a la economia, para
tomar medidas apropiadas dirigidas a la prevencion
primaria, secundaria y terciaria, incluyendo el uso
de medicamentos adecuados para un tratamiento
racional.

Para esto se aplicaran estrictos protocolos de
bioseguridad de toma de biopsias y manejo de
muestras, asi como el consentimiento informado
para la realizacién de este procedimiento y la toma de
biopsias.

El objetivo general del estudio es evaluar las
caracteristicas clinicas, patoldgicas, virolégicas y
genéticas de la respuesta inmune de los pacientes
diagnosticados con infeccion por SARS-CoV-2 y
buscar unarelacién de estas con el curso desfavorable
de la enfermedad.

METODOS
Fases del proyecto

Hemos dividido el trabajo en tres fases. En la primera
fase, nuestros objetivos consistirdn en evaluar las
caracteristicas clinicoepidemioldgicas de los pacientes
infectados por SARS-CoV-2 con todos los grados
de severidad de la enfermedad, las caracteristicas
histopatoldgicas de las biopsias tru-cut de pulmén,
higado y otros 6rganos de pacientes fallecidos con
infeccion por SARS-CoV-2 y determinar la presencia
de SARS-CoV-2 en las muestras de tejido por biopsia
tru-cut mediante RT-PCR.

En la segunda fase buscaremos determinar el
genotipo del SARS-CoV-2 en muestras de hisopado
nasofaringeo y/o aspiracién del tubo endotraqueal
mediante secuenciacidn de préxima generacién
en los pacientes infectados por SARS-CoV-2 en los
diversos grados de severidad de la enfermedad.

En la tercera fase buscaremos determinar la presencia
de polimorfismos u otras alteraciones genémicas en
los genes relacionados a la respuesta inflamatoria
y riesgo de distrés respiratorio en los pacientes
infectados por SARS-CoV-2 de los diversos grados de
severidad de enfermedad.

En las fases dos y tres se buscara una relaciéon entre
el genotipo del virus y de los genes de la respuesta
inflamatoria y riesgo de ARDS con la severidad de la
enfermedad.

Tipo y disefio general del estudio

El estudio es un trabajo descriptivo correlacional,
longitudinal y retrospectivo basado en la revision
de historias clinicas, toma de muestras (sangre e
hisopado naso-orofaringeo o de aspirado del tubo
endotraqueal) y el estudio de ldminas con secciones
histolégicas e inmunohistoquimica en el servicio de
Anatomia Patolégica del hospital Nacional Carlos
Seguin Escobedo (HBCASE) a partir de biopsias tru-
cut de pulmén, higado y otros érganos a los pacientes
fallecidos en la unidad de cuidados intensivos (UCI) y
hospitalizacion de medicina interna.

Universo de estudio, seleccion y tamaio de
muestra

La poblacion estarda constituida por los casos
diagnosticados de infeccién por SARS-Cov-2 mediante
el método molecular (RT-PCR) o prueba rapida en la
red asistencial Arequipa de EsSalud, con enfermedad
leve/moderada, severa, critica y fallecidos. No se
realizard muestreo, se trabajara con la poblacién por
ser esta pequena y accesible. Las historias clinicas
se revisaran mediante su extraccion del area de
historias clinicas y de hospitalizacién o UCI de la red
asistencial Arequipa, asi como del sistema de gestion.
Se evaluaran las ldminas de histologia en el Servicio
de Anatomia Patolégica del HBCASE. Las pruebas
moleculares en sangre e hisopado nasofaringeo
se realizardn en cuarenta pacientes, las cuales se
remitirdn a un laboratorio de biologia molecular
externo que cuente con secuenciamiento genético.

Protocolo del estudio
Estudio histopatoldgico de las biopsias:

La primera fase del estudio se centrara en el estudio
de los pacientes con COVID-19 en los que se realice
biopsias post-mortem en la UCI. Se describirdn las
caracteristicas clinicas y laboratoriales mediante la
revision de las historias clinicas. Las caracteristicas
laboratoriales se extraeran de las historias clinicas o del
sistema de gestion. La toma de biopsias por aguja tru-
cut serealizaran en la UCl inmediatamente posterior al
fallecimiento del paciente. Las muestras se remitiran
al servicio de Anatomia Patolégica del HBCASE
donde se les realizard el procesamiento histolégico
convencional y tinciones de inmunohistoquimica
para definir las poblaciones celulares inflamatorias,
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que incluyen panqueratina, CD3, CD20, CD4, CD8,
granzima B, mieloperoxidasa (MPO), CD61, CD56,
CD138,CD117 y CD68.

Identificacion del virus en las biopias tisulares:

En esta primera fase se realizara, adicionalmente,
el estudio mediante RT-PCR para la identificacion
del genoma viral en los tejidos biopsiados. Para
la realizacion de la RT-PCR del tejido se inicia el
procedimiento con la calificacion de la muestra por
histopatologia para definirla presencia de parénquima
tisular con cambios patoldgicos. Se realizardn 5 cortes
de 10pum, de los que se realizara la extraccion del RNA
viral, o en su defecto mediante previa evaluacion
en fresco del tejido mediante microscopia de luz.
Se prepara el mix con kits definidos que cubran una
region de screening y una definitiva. Luego se realizara
la amplificacion del protocolo del termociclador en
tiempo real y analisis de resultados.

Secuenciamiento de préxima generaciéon para la
genotipificacion viral y de la respuesta inflamatoria/
riesgo de distrés respiratorio agudo:

La segunda fase comprendera el estudio mediante
secuenciamiento de préxima generacién de los
hisopados de nasofaringe y orofaringe o aspiracién
del tubo endotraqueal de los pacientes positivos
para infeccion por SARS-CoV-2. La tercera fase
comprenderd el estudio mediante secuenciamiento
de proxima generacion de muestras de sangre
periférica de los pacientes positivos para infeccién
por SARS-CoV-2 en aproximadamente 40 pacientes
para la determinacion de polimorfismos de genes
de la respuesta inflamatoria y de predisposicion al
desarrollo de sindrome de distrés respiratorio agudo
y sepsis.

Se extraerd una muestra de 2ml de sangre periférica
en tubos PAXgene® (BD Biosciences), 2 ml de tubo
heparina y un hisopado nasofaringeo. Se realizara
una segunda coleccion de sangre a los cinco dias de
hospitalizacion. Se extraerda DNA de las muestras de
sangre periférica colectadas en los tubos PAXgene®
usando el kit AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen). Las
muestras de sangre periférica obtenidas en tubos de
heparina seran centrifugadas para la obtencién de
plasma y preservadas a -80. Se usara el kit Magmax
Viral Isolation (Thermofisher) para la extraccién de
ARN de SARS-CoV-2 (hisopado). Se evaluara la calidad
y concentracion del ARN. Se convertird el ARN extraido
en cDNA utilizando el kit SuperScript™ VILO™ cDNA
Synthesis. Se procederd a preparar manualmente las

librerias genéticas a partir del cDNA de sangre y del
virus. Para las librerias de sangre periférica se utilizara el
panel de inflamacién lon AmpliSeq RNA Inflammation
Respone Research (683 genes de respuesta inmune).
Para las librerias provenientes de las diferentes cepas
de SARS-CoV-2 se utilizara el panel lon AmpliSeq
SARS-CoV-2 que contiene 237 amplicones especificos
para SARS-CoV-2 (99% del genoma). La preparacion
del templadoy carga del chip lon Chip 540 se realizara
en el equipo lon Chef. Las corridas de secuenciacion se
realizaran en el equipo lon GeneStudio S5. El andlisis
de la data primaria se realizara el software Torrent
Suite. Con la matriz de expresidon se determinara
los genes diferencialmente expresados y el andlisis
de enriquecimiento de genes entre pacientes con
evolucién favorable y aquellos que desarrollaron
COVID-19 severo. Se correlacionard el perfil
inmunoldgico de huésped con las variantes genéticas
de SARS-CoV-2. Se utilizara un modelo estadistico
predictivo para establecer un perfil inflamatorio/viral
que determine la progresién a COVID-19 severo. Para
los genes no incluidos en este kit (incluyendo ACE-2,
HMOX2, ANGPT2, SOD3), se utilizara RT-PCR con la
metodologia antes mencionada.

Para las segunda y tercera fases se describirdn las
caracteristicas clinicas y laboratoriales de los pacientes
positivos para infeccion por SARS-CoV-2 mediante
prueba molecular o prueba rapida tanto ambulatorios
como hospitalizados mediante coordinacién con las
areas de epidemiologia, medicina internay UCI. En los
pacientes no hospitalizados se realizard interrogatorio
directo, y en los hospitalizados y fallecidos se revisaran
las historias clinicas. Las caracteristicas laboratoriales
se extraeran de las historias clinicas o del sistema de
gestion.

Procedimientos para garantizar aspectos éticos

El presente trabajo beneficiard a la institucion y a
nuestros pacientes: busca determinar qué factores
estan relacionados a un desenlace negativo y fatal de
los pacientes infectados por SARS-CoV-2, por lo que,
de encontrarse una relaciéon con el factor genético
del huésped o del virus, podria buscarse la toma de
medidas de prevencion y terapia apropiadas. No
existen publicaciones semejantes en la literatura
médica actual, por lo que seria un aporte muy
significativo al estudio y entendimiento de esta
enfermedad a nivel global.

El presente estudio no tiene la finalidad de modificar
el diagnéstico o tratamiento de los pacientes
involucrados, asi como el curso de la enfermedad.
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El presente trabajo involucra la participacion
de seres humanos y sus muestras bioldgicas. Se
reclutaran aproximadamente un total de 40 casos
para secuenciamiento genético y 40 casos para
la toma de biopsias postmortem, sin rango de
edades determinado. No se realizard ningun tipo de
discriminacién de pacientes.

Se utilizaran hojas de consentimiento informado para
los pacientes vivos y para los familiares de pacientes
que ingresen a hospitalizacion. El consentimiento
informado para los pacientes a los que se vaya a
realizar el estudio de secuenciamiento genético
viral y del genoma inflamatorio, ya que se tomara a
personas con enfermedad leve hasta critica o fatal, se
realizara directamente al paciente cuando sea posible
y a los familiares cuando el paciente no sea capaz de
otorgarlo (esté en condicidn critica o fallezca). En caso
el consentimiento sea obtenido de los familiares, luego
del fallecimiento de los pacientes, se considerara el
orden que establece el articulo 13 del cédigo civil para
decidir con respecto a una necropsia, incineracién
y sepultura; es decir, primero el cényuge, luego
descendientes, y luego ascendientes o hermanos.

No se realizard el pago a los participantes en el
estudio. Se realizara un informe final a los pacientes
o familiares de sus resultados en caso de que esto se
autorice por los pacientes o sus familiares.

La realizacién de este trabajo no conllevara al dafio
de los involucrados, tanto personal de salud como a
los pacientes, ya que se realizara bajo protocolos de
manejo definidos, ni a terceros.

Los resultados de este estudio buscaran ser publicados
en una revista médica indexada, asi como serd
entregada a las autoridades respectivas de EsSalud
segun se solicite.

El presente trabajo de investigacién mantendrd la
confidencialidad de los nombres y otros medios de
identificacién personal de los pacientes dandoles
un codigo propio del estudio. Se recogerd la
identificaciéon de los pacientes mediante nombres
y apellidos, se les codificard inmediatamente y se
les manejara de acuerdo a esta codificacion. La
lista con la identificacion personal y su codificacion
serd Unicamente manejada por el investigador
principal. Los investigadores secundarios Unicamente
manejaran la lista codificada, cumpliéndose con la ley
de proteccion de datos personales.

Dado que las muestras para el estudio genético
seran llevadas a un laboratorio externo, se establece
que las muestras y la informacién genética no seran

almacenadas ni se les extraera informacion adicional
a los fines concernientes al presente estudio.

El presente estudio cuenta con la aprobacion del
Comité de Etica en Investigacién Especifico para
COVID-19 institucional.

RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas y patoldgicas de los casos
iniciales se encuentran resumidas en la Tabla 1.

Estado situacional de COVID-19 en la red de
Essalud de Arequipa

Hasta el momento (4 de Junio) en la regién Arequipa,
se han registrado 4 067 casos positivos y 85 muertes
por esta enfermedad. En la red asistencial de EsSalud
de Arequipa, el HBCASE se ha convertido en el
hospital de referencia para COVID-19 en la seguridad
social. En este hospital contamos con 158 camas de
hospitalizacion y 23 camas UCI para pacientes con
COVID-19. El numero de pacientes hospitalizados
entre los meses de abril - mayo 2020 fue de 136 y hasta
el momento se han registrado 55 muertes por esta
causa en el HBCASE. De los 136 casos hospitalizados,
el 60% corresponde a varones y 40% a mujeres. En
cuanto a la distribucién por grupo etario, el 58%
correspondio a personas por encima de los 60 afos.

Descripcion clinica de los primeros casos
evaluados

Hasta el momento hemos incluido en nuestro estudio
siete pacientes fallecidos en la UCI a los que hemos
realizado las biopsias con aguja tru-cut. La mayoria
fueron de sexo masculino (n: 4, 57%), el promedio
de edad fue de 75 anos, el 42% de pacientes tenia
sobrepeso,42%tenianalmenosunacomorbilidad,que
en orden de frecuencia fueron: hipertension arterial
(28%), enfermedad renal crénica (28%), y enfermedad
pulmonar intersticial difusa (14%). En cuanto al cuadro
clinico de ingreso, el tiempo de enfermedad antes del
ingreso fue de 6,8 dias en promedio, el sintoma mas
frecuente fue disnea; tos y sensaciéon de alza térmica
fueron los sintomas adicionales en frecuencia. En
cuanto al hemograma, la mayoria presentaron en su
evolucion leucocitosis con neutrofilia y linfopenia.
La relacién neutrdéfilos: linfocitos fue marcadamente
elevada. Los pacientes desarrollaron enfermedad
severa e ingresaron a la UCl en promedio a los 8,1 dias
después del inicio de la enfermedad. En cuanto a las
escalas de severidad, el promedio de score APACHE
Il de los pacientes fue de 13,4 puntos; los puntajes
de SOFA al ingreso, tercer y séptimo dia fueron de
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6, 8 y 7 respectivamente. Todos los pacientes fueron
sometidos a ventilacion mecanica, el promedio de la
relacién entre pao2 a fio2 (pao2/fio2) al primer, tercer
y sétimo dia fue de 136, 171 y 190, respectivamente.
La distribucién de severidad del sindrome de distrés
respiratorio agudo, usando la definicién de Berlin, sin
corregir para la altura, fue moderado en la mayoria de
casos (85%). Las fallas orgénicas desarrolladas por los
pacientes fueron, en orden de frecuencia: falla renal
aguda en el 85%, falla hepatica aguda en el 42%y falla
cardiaca aguda en el 14% de los casos. Se obtuvieron
dos cultivos de secrecién bronquial positivos, uno con
A. baumanii multidrogo resistente (MDR) y otro con
P. aeruginosa MDR, y adicionalmente un hemocultivo
positivo para A. baumanii en un tercer paciente. El
promedio de dias de estadia en la UCl de los pacientes
fue de once dias.

Hallazgos patolégicos de los primeros
pacientes

Las biopsias pulmonares mostraron
predominantemente una hiperplasia de macréfagos
intraalveolares con acumulacién dentro del espacio
alveolar, que fue variable, desde leve a severa;
adicionalmente, se observa una leve a moderada
hiperplasia de los neumocitos intraalveolares con
células de tamafio grande y formas binucleadas y

Pig. 438 |

atipicas, con nucléolos eosinofilicos (semejante a
virocitos) en algunos casos. Varios casos presentaron
depositos de material fibrinoide intraalveolar en
agregados con formacién de membranas hialinas,
que fueron focales. Adicionalmente, se observa un
leve a moderado infiltrado inflamatorio compuesto
predominantemente de histiocitos/monocitos vy
neutrofilos en los septos interalveolares, confirmados
con las tinciones inmunohistoquimicas para CD68,
CD4 y mieloperoxidasa. Con respecto al infiltrado
linfoide, en todos los casos fue muy leve compuesto
por células T predominantemente CD8-positivas
y en dos que mostraron una inflamacién severa
se evidenciaron linfocitos T CD4 y CD8. No fueron
casi evidentes linfocitos B CD20-positivos, células
plasmaticas CD138-positivas, células natural killer
CD56-positivas, mastocitos CD117-positivas. En la
gran mayoria de casos se observaron depésitos de
fibrina intravascular asociada al acimulo de células
inflamatorias compuestas por neutréfilosy monocitos,
representando microtrombosis.

Las biopsias de higado mostraron esteatosis
predominantemente macrovesicular y dos casos
mostraron esteatosis microvesicular. Adicionalmente,
se observaron diversos grados de necrosis e
inflamacion portal y lobular leve.
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Figura 1. Depésitos de material hialino Figura 2. Infiltrado inflamatorio de neutréfilos e
intraalveolar y congestion vascular formando histiocitos en los septos interalveolares.
membranas hialinas.
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Figura 4. Células epiteliales binucleadas con
nucléolos grandes eosinofilicos, semejantes a
virocitos.

Figura 5. Congestion vascular con depésitos de  Figura 6. Congestion vascular con depésitos de
fibrina y adherencia de células inflamatorias a la fibrina y adherencia de células inflamatorias a la
pared vascular. pared vascular.

. | R4S
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Figura 7. Congestidn con neutrofilos y monocitos Figura 8. Tincion inmunohistoquimica para
intravasculares. panqueratina (AE1/AE3). Se evidencia hiperplasia y
desprendimiento de neumocitos alveolares.

Figura 9. Tincion inmunohistoquimica para Figura 10. Tinciéninmunohistoquimica para CD68,
panqueratina en la que se evidencia que las células en la que se evidencia la presencia de agregados de
atipicas son positivas, correspondiendo a células de  macréfagos intralveolares.

estirpe epitelial.

Figura 11. Tincién inmunohistoquimica para Figura 12.Tinciéninmunohistoquimica paraCD68,
CD68, en la que se evidencia la presencia de en la que se evidencian macréfagos intraalveolares
agregados de macréfagos intralveolares en un positivos, mientras que las células binucleadas
patrén de neumonitis descamativa. atipicas son negativas.
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Figura 13. Tincién inmunohistoquimica para CD3:
Escasos linfocitos T intersticiales.

Figura 14. Tincién inmunohistoquimica para
CD4: Presencia de hiperplasia de histiocitos intra-
alveolares e intersticiales.

Figura 15. Tincién inmunohistoquimica para
Mieloperoxidasa: Presencia de neutréfilos en el
tejido intersticial peri-alveolar.

Figura 17. Higado: Esteatosis macrovesicular con
degeneracion balonizante hepatocitica y necrosis
focal.

Figura 16. Higado: Esteatosis microvesicular.

DISCUSION

Los siete pacientes fallecidos iniciales fueron
predominantemente de sexo masculino, edad media
avanzada, mostraron sobrepeso, y comorbilidades
como hipertension arterial, enfermedad renal
cronica y enfermedad pulmonar intersticial difusa.
Adicionalmente, en el hemograma se evidencié en
la mayoria leucocitosis con neutrofilia y linfopenia,
con un elevado indice neutréfilos:linfocitos en todos
los pacientes. Importantemente, todos presentaron
al final falla renal aguda, y en menor grado cardiaca.
Las biopsias pulmonares confirman el compromiso
reportado en estudios previos correspondientes al
patron de dano alveolar difuso con injuria epitelial
y endotelial, con el agregado que en nuestros casos
fue muy prevalente la presencia de un importante
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componente inflamatorio macrofagico con agregados
intra-alveolares; también fue notoria la presencia de
neutréfilos en las paredes alveolares y en el intersticio.
El componente linfocitario fue minimo y representado
por células T CD4 y CD8 positivas. También fue
evidente la presencia de microtrombosis en los vasos
de pequeno calibre. Las biopsias hepaticas mostraron
esteatosis macro y microvesicular, junto con grados
variables de necrosis.

CONCLUSION

Estos casos representan el primer paso del estudio.
Los hallazgos clinicos y patoldgicos son consistentes
con publicaciones previas y confirman el patron de
dano alveolar difuso. Esperamos completarlo con
un mayor numero de casos y el resto del protocolo
de biologia molecular, lo que creemos aportard un
conocimiento importante sobre la fisiopatologia de
esta enfermedad.
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