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ARTICULO ORIGINAL

Alteraciones morfologicas en pulmén por la influenza A HIN1/v09
en autopsias, Colombia, 2009

Jorge Riveral, Ladys Sarmiento?, Edgar Parra®, Gabriel Toro®, Marcela Neira®, Jairo Méndez*,
Juliana Barbosa*, Maria Leonor Caldas?

* Joven investigador, Grupo de Morfologia Celular, Instituto Nacional de Salud, Bogot4, D.C., Colombia
2 Grupo de Morfologia Celular, Subdireccion de Investigacion, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C.,
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3 Grupo de Patologia, Subdireccion de la Red Nacional de Laboratorios, Instituto Nacional de Salud, Bogota,
D.C., Colombia.

4 Grupo de Virologia, Subdireccion de la Red Nacional de Laboratorios, Instituto Nacional de Salud, Bogotéa, D.C.,
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Introduccion. La influenza es una infeccion respiratoria aguda que se presenta de forma estacional y
pandémica. En el 2009, la Organizaciéon Mundial de Salud (OMS) declaré una pandemia por influenza
de tipo A en la que se reportaron en Colombia 3.876 casos de infeccion, de los cuales 239 fallecieron.
Objetivo. Describir los cambios morfol6gicos asociados a la infeccion por el virus AH1N1/v09 en tejido
pulmonar de autopsias de la pandemia de 2009 en Colombia.

Materiales y métodos. Se estudiaron 75 casos con diagnéstico por RT-PCR para el virus A H1IN1/v09,
de los cuales, 20 fueron seleccionados para el estudio morfolégico mediante microscopia convencional
de luz, microscopia 6ptica de alta resolucién y electronica de transmisién e inmunohistoquimica.
Resultados. De los 75 casos estudiados, 83 % presentaron pneumonitis viral y 17 % alveolitis. Se
observaron complicaciones por hemorragia intraalveolar (66 %) y edema (89 %), dafio alveolar difuso
(2 %) e infeccidn bacteriana concomitante (32 %).

Algunos de los cambios morfolégicos observados fueron: destruccion del epitelio alveolary el instersticio,
edema, macréfagos con citoplasma vacuolado e infiltracién de leucocitos polimorfonucleares en la luz
alveolar y el intersticio; vacuolizacién citoplasmica en neumocitos de tipo | y cuerpos electrodensos en
restos celulares en la luz alveolar; inmunorreaccion de antigenos virales en el epitelio bronquiolar y en
células del infiltrado alveolar.

Conclusion. El porcentaje bajo de infeccion bacteriana concomitante observado en los casos de
influenza AH1N1/v09 en este estudio, es una caracteristica sobresaliente que sugiere que el resultado
fatal de la infeccion, probablemente no esté asociado a una enfermedad bacteriana secundaria, como
se ha sugerido en reportes previos. Es probable que las lesiones observadas se puedan atribuir
al dafio tisular en la respuesta inflamatoria celular y humoral asociada a la infiltracion por células
poliformonucleares y macrofagos en el intersticio y la luz alveolares, como también por la lesién viral.

Palabras clave: subtipo H1N1 del virus de la influenza A, infecciones bacterianas, pandemias,
microscopia, reaccion en cadena de la polimerasa de transcriptasa inversa.

Morphological changes in lung tissue of victims associated with the 2009 A H1N1/v09 influenza
pandemic in Colombia

Introduction. Influenza is an acute respiratory infection that may be seasonal or pandemic. In 2009
The World Health Organization (WHO) declared an influenza pandemia; 3,876 cases and 239 deaths
were reported in Colombia.
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Objective. The morphological changes in lung tissues associated with virus infection HLN1/v09 were
described from autopsied victims.

Materials and methods. Seventy-five cases were diagnosed by RT-PCR for influenza A HIN1/v09, of
which the lungs of 20 were selected for morphological study by light microscopy, optical microscopy,
high-resolution transmission electron microscopy and immunohistochemistry.

Results. Of the 75 cases, 83% had viral pneumonitis and 17% alveolitis. Complications included intra-
alveolar hemorrhage (66%), edema (89%), diffuse alveolar damage (2%), and bacterial co-infection
(32%). Morphological changes were as follows: destruction of the alveolar epithelium and interstitium,
edema, macrophages with vacuolated cytoplasm,and infiltration of polymorphonuclear leukocytes in
the alveolar lumen and interstitium, vacuolization cytoplasmic type | pneumocytes and electron-dense
bodies in cellular debris in the alveolar lumen, and immunoreactivity of viral antigens in bronchiolar
epithelial cells and alveolar infiltrate.

Conclusion. The low percentage of bacterial co-infection observed in these cases was a prominent
feature, and suggested that the fatal result was probably not associated with secondary bacterial
disease (Indicated by previous reports). The tissue lesions were attributed to tissue damage due to
viral lesion, as well as the cellular and humoral inflammatory response associated with infiltration by
polymorphonucleocytes and macrophages in the interstitium and alveolar lumen.

Key words: influenza A virus, HIN1 subtype; bacterial infections, pandemics, microscopy, reverse

Cambios morfolégicos en pulmén infectado por virus A HIN1/v09

transcriptase polymerase chain reaction.

La influenza es una enfermedad respiratoria aguda
que se presenta de forma estacional y pandémica;
se encuentra entre las enfermedades con mayor
carga de pacientes en el mundo (1) y representa
uno de los mayores riesgos en salud publica. En
1919 caus6 cerca de 50 millones de muertes en
la pandemia denominada “influenza espafola”,
en 1957 y 1968 causO 3 a 6 millones de casos
fatales (2-4) y en 2009 la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) declar6 la pandemia mas reciente
por influenza A HIN1/v09, en la que se reportaron
18.172 muertes en el mundo, y en Colombia
se confirmaron 239 muertes y 3.876 casos de
infeccion (5).

Lainfluenza es causada por un virus que pertenece
a la familia Orthomixoviridae y comprende tres tipos
(A, B y C), cuyas diferencias radican en la base
de un antigeno soluble (antigeno S) asociado a la
ribonucleoproteina interna del virion. El tipo viral
puede diferenciarse a partir de las propiedades
biolégicas de proyecciones en la superficie de la
envoltura, las glucoproteinas hemaglutinina (H) y
neuroaminidasa (N) (6), que dan lugar a 15 subtipos
para la primera y 9 subtipos para la segunda. Sin
embargo, solo tres subtipos de hemaglutinina (H1,
H2 y H3) y dos subtipos de neuroaminidasa (N1 y
N2) se han establecido en la poblacion humana (7).

Correspondencia:

Maria Leonor Caldas, Grupo de Morfologia Celular, Subdireccion
de Investigacion, Instituto Nacional de Salud, Avenida calle 26
N° 51-20, Bogota, D.C., Colombia

Teléfono: (571) 220 7700, extension 1262; fax: (571) 220 0901
mcaldas@ins.gov.co

Recibido: 17/05/11; aceptado:19/05/11

La particula viral es pleomorfa y presenta un
tamafio en un rango entre 120 a 150 nm; se
caracteriza por poseer una envoltura compuesta
por una bicapa lipidica modificada por la adicion
de proteinas virales (4). A nivel molecular, el
genoma estda organizado en ocho fragmentos
de ARN sencillo de polaridad negativa, cada
uno cubierto por una nucleoproteina. Tres de
estos fragmentos codifican para las proteinas
estructurales principales, la nucleoproteina y las
dos glucoproteinas de superficie hemaglutinina
y neuroaminidasa; otros tres codifican para las
proteinas PB1, PB2 y PA, responsables tanto de
la replicacion del genoma como de la expresion
del ARN mensajero; el fragmento 7 produce las
proteinas de matriz asociadas a la envoltura viral
M1y M2, y el fragmento 8 codifica proteinas no
estructurales NS1y NS2 (4,6).

Mediante receptores de éacido sialico localizados
en la superficie de las células huésped, el virus
infecta el sistema respiratorio, induciendo cambios
morfologicos en tradquea, bronquios, bronquiolos y
alvéolos pulmonares. En los casos no fatales de la
infeccién, se ven comprometidas, principalmente,
las vias respiratorias superiores, incluyéndose
la traquea, mientras que en los casos fatales, el
compromiso se presenta en las vias respiratorias
bajas, causando neumonitis frecuentemente
asociada a neumonia (8).

Los cambios morfolégicos inducidos por la
infeccion han sido ampliamente revisados; sin
embargo, debido a que no son especificos y
propios del virus, es importante que se realicen
mas estudios sobre descripciones de estos
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cambios, con el fin de contribuir al diagnéstico de
la enfermedad (9).

En Colombia no existen reportes de casos o de
estudios dirigidos a la descripciéon de los cambios
morfolégicos asociados a la infeccién por el virus
respiratorio pandémico A HIN1/v09.

Como una contribucién al conocimiento de esta
enfermedad, el presente estudio tuvo como objetivo
describir los cambios morfoldgicos asociados a la
infeccion por influenza en las muestras de tejido
pulmonar de los pacientes que fallecieron entre
mayo y diciembre de 2009, en la pandemia por
influenza, mediante técnicas como microscopia
convencional de luz, microscopia Optica de alta
resolucion, microscopia electronica de transmision
e inmunohistoquimica.

Materiales y métodos

Muestras y estudio histopatolégico. Entre mayo
y diciembre de 2009, se procesaron 339 muestras
de tejido pulmonar en fresco por reaccion en
cadena de la polimerasa de transcriptasa inversa,
RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction), en tiempo real para el diagndstico de
influenza AH1N1/v09 en el Laboratorio de Virologia
del Instituto Nacional de Salud. Posteriormente, las
muestras de tejido fueron fijadas en formol neutro
al 10 % e incluidas en bloques de parafina para el
estudio por microscopia convencional de luz en el
Laboratorio de Patologia del Instituto Nacional de
Salud.

El estudio histopatoldgico por examen microscopico
rutinario se realizo con la coloracion de hematoxilina
y eosina de los casos positivos por RT-PCR; de
éstos, se seleccionaron 20 casos con muestra
representativa de tejido pulmonar (alvéolos y
bronquiolos) para el estudio mediante microscopia
Optica de alta resolucion, microscopia electrénica
de transmisién e inmunohistoquimica.

Deteccion de ARN viral (RT-PCR). Se emple6
RT-PCR para la deteccion de ARN viral en tiempo
real, como se describe brevemente a continuacion.
El tejido fresco conservado en solucion salina
estéril, se traté con 500 pl de solucion de lisis (Tris-
HCI 100 mM, pH 8,5; EDTA 0,5 M; SDS al 10 %,
proteinasa K 25 mg/ml y 20 unidades de inhibidor
de ARNasas) en bafio serolégico a 56 °C entre 5
y 10 horas. Posteriormente, se procesaron 140 pl
del producto lisado con el estuche de extraccion
de ARN viral QIAamp Viral RNA Mini Kit® (Qiagen,
Hilden, Germany), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Finalmente, siguiendo el protocolo
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establecido por los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), en el que se utilizan sondas de
tipo Tagman especificas para la deteccién de virus
de influenza Ay virus AH1IN1/v09, el ARN obtenido
se sometiod a la reaccion de transcripcion inversa
seguida de reaccion en cadena de polimerasa en
tiempo real (rRT-PCR) en un solo paso (10). Tanto
la reaccion como las curvas de amplificacion fueron
evaluadas en el equipo para tiempo real Step One
Plus® (Applied Biosystems).

Microscopia o6ptica de alta resolucién vy
microscopia electronica de transmision. Se
procesaron muestras de tejido pulmonar incluido
en parafina para el estudio mediante microscopia
Optica de alta resolucion y microscopia electrénica
como se describe a continuacion. Al tejido se le
elimind la parafina en xilol a 60 °C realizando tres
cambios de solucion e incubando toda la noche a
la temperatura indicada. Posteriormente, se hidratd
con un gradiente alcohdlico con concentraciones
descendentes de 100 a 50 %; después de fijar en
tetraoxido de osmio (0sO,) al 1 % por 2 horas y
deshidratar del tejido con un gradiente alcohdlico
con concentraciones ascendentes de 50 a 100 %,
el tejido fue incluido en resina epodn-araldita y se
polimeriz6 por 48 horas a 68 °C.

Del tejido incluido en resina, se tifieron con azul de
toluidina los cortes semifinos de 0,5 um de grosor,
para el estudio mediante microscopia 6ptica de
alta resolucion. Posteriormente, se obtuvieron
cortes ultrafinos de 90 nm de grosor, los cuales se
contrastaron con solucién de Reynolds y acetato
de uranilo acuoso al 6 %, para el estudio mediante
microscopia electronica de transmision.

Inmunohistoquimica. Para los ensayos de
inmunohistoquimica, a los cortes de tejido
pulmonar de 3 a 4 um de grosor se les elimind
la parafina en xilol y se rehidrataron en gradiente
etanodlico. Las preparaciones se sometieron a
digestion enzimatica con tripsina (0,8 mg/ml) por
30 minutos a 37 °C y se incubaron con peroxido de
hidrogeno al 0,9 % para bloqueo de la peroxidasa
endogena, o con acido acético glacial al 20 % por
2 minutos a 4 °C para bloqueo de la fosfatasa
alcalina enddgena. Posteriormente, el tejido se
colocé en solucién acuosa de EDTA en diluciéon
1:20 por 30 minutos.

Después de un bloqueo con suero normal de
caballo en dilucién 1:20 en PBS por 30 minutos,
el tejido se incub6 con los siguientes anticuerpos:
CD68 para macrofagos (Dako, dilucién 1:200),
CD3y CD20 para linfocitos T y B, respectivamente
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(Novocastra, dilucion lista para uso), y anti-influenza
A para antigeno viral (Chemicon, Internacional,
dilucion 1:800). Todas las incubaciones se hicieron
en cadmara himeda por una hora a temperatura
ambiente.

Después de un lavado, el tejido se incubd con
anticuerpo secundario en dilucién 1:300 en PBS
por 20 minutos (anti-lgG de cabra con biotina).
Posteriormente, se incubd con estreptavidina
conjugada afosfatasaalcalina (Vector Laboratories)
por 30 minutos o usando el kit ABC® (Vectastain
ABC Kit, Vector Laboratories). Se usaron estuches
derevelado parafosfatasa (Dako, Liquid Permanent
Red) y diaminobencidina (Zymed). Se hicieron
coloraciones de contraste con hematoxilina de
Harris.

Se incluyeron controles positivos y negativos en
cada prueba de inmunohistoquimica.

Resultados

De mayo a diciembre de 2009 en los laboratorios
de Virologia y Patologia del Instituto Nacional de
Salud, se registraron 339 casos fatales asociados
a infeccidn respiratoria aguda, de los cuales, 160
(47 %) presentaban lesiones por neumoniay en 76
se report6 un diagndstico positivo por RT-PCR en
tiempo real para el virus pandémico A HIN1/v09.
Los casos con diagnéstico positivo para influenza
de tipo A estuvieron en un rango de edad de 7 meses
a 61 afios y una media de 31 afios (cuadro 1).

De los 76 casos positivos para RT-PCR, se
excluyeron 23 del estudio morfolégico por no
poseer una muestra adecuada de tejido; de los 53
restantes, 44 (83 %) presentaron un diagnostico
histopatolégico de neumonitis aguda con exudado
fibrinoide, y 9 (17 %) presentaron alveolitis aguda
necrosante (figura 1, A y B, respectivamente).
Como complicaciones, se presenté hemorragia
intraalveolar en 66 %, edema en 89 %, dafio
alveolar difuso en 2 %y 32 % fueron sugestivos de
posible infeccion bacteriana concomitante. Otros
hallazgos histopatoldgicos importantes de un grupo
de casos, se muestran en el cuadro 2.

En la microscopia optica de alta resolucion se
encontraron las siguientes alteraciones: necrosis
del epitelio bronquiolar, destruccion del epitelio y
del intersticio alveolar acompafiado de congestion
de capilares, formacion de hebras de fibrina
sobre la pared alveolar y aumento de colageno,
macrofagos con citoplasma vacuolado e infiltracién
de leucocitos polimorfonucleares en la luz y el
intersticio alveolares (figura 1, C y D). En algunas

Cambios morfolégicos en pulmén infectado por virus A HIN1/v09

Cuadro 1. Caracteristicas de los 76 casos que presentaron
PCR positiva para A HIN1/v09

Valores

36/76 (47 %)
40/76 (53 %)

Caracteristicas

Hombres, n/N (%)
Mujeres, n/N (%)

Media de edad* (rango) 31 (0,5-61)
Distribucién de infeccion por

edad (afos)*

<10 5/72 (6,6)
210 a <20 8/72 (10,5)
220 a <30 27/72 (35,5)
>30 a <40 13/72 (17,1)
240 a <50 7/72 (9,2)

* En cuatros casos no hubo datos de la edad.

células del epitelio alveolar se observaron cambios
reactivos, como nucleos alargados.

En el estudio ultraestructural mediante microscopia
electronica se encontré ruptura de membranas
citoplasmicas, reticulos endopladsmicos dilatados y
engrosamiento de membranas basales en células
del epitelio alveolar, colageno y fibroblastos en
el intersticio, prominencia de restos celulares
y cuerpos electrodensos en la luz alveolar y
bronquiolar con necrosis epitelial (figura 2). Se
observd frecuentemente edema, vacuolizacion
citoplasmica y cuerpos laminares en el nucleo de
neumocitos de tipo | (figura 3), asi como un nimero
importante de polimorfonucleares en la luz y el
intersticio alveolares. No se observaron particulas
virales.

Mediante inmunohistoquimica, se determind
qgue parte del infiltrado de células en la luz y el
intersticio alveolar, consistia de macréfagos y
linfocitos B y T, con una menor proporcion de
linfocitos B que de T (proporcién 1:20) (figura
4). Observamos inmunorreaccion de antigenos
virales, principalmente en el citoplasma de células
epiteliales del bronquiolo, la cual es menor en
células del epitelio alveolar (figura 1F).

Discusion

Los cambios morfoldgicos descritos en este estudio
concuerdan con las descripciones recientes sobre
las alteraciones histopatolégicas asociadas a la
infeccién del virus de la influenza en la pandemia
de 2009 (11-14), y con los estudios de modelos
animales y los reportes de casos de autopsia de
pandemias anteriores y de casos de influenza
estacional(8,15,16). Entre los cambios morfologicos
mas importantes, se encuentran la pérdida de la
capa epitelial en el bronquiolo, congestién, edema
e infiltrado inflamatorio en el intersticio alveolar,
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Figura 1. Cambios morfolégicos representativos asociados a la infeccién por virus respiratorio A HIN1/v09. A) Neumonitis aguda
exudativa fribrinoide, hebras de fibrina que recubren la pared alveolar (punta de flecha) (40X). B) Alveolitis aguda necrosante con
infiltrado inflamatorio notorio (60X). C) Células polimorfonucleares del infiltrado en la luz y el intersticio alveolares (400X, inserto
1.000X). D) Edema y macréfagos con citoplasma vacuolado, localizados en la luz alveolar (400X; inserto, 1.000X). E) Bacterias
Gram positivas morfolégicamente sugestivas de estreptococos (punta de flecha) (1.000X). F) Células del epitelio bronquiolar con
marcacion para influenza A HIN1/v09 (punta de flecha) (1.000X), inmunorreaccién en citoplasma de células bronquiolares con

nucleos vacuolados (inserto, 2.000X).

la formacion de membranas hialinas en alvéolos
y conductos alveolares, acompafiada de edema y
hemorragia intraalveolar en un grado variable.

Diferentes estudios sefialan que parte de las
complicaciones del cuadro histopatoloégico de
la neumonitis por influenza que se presenta
en un porcentaje alto de los casos fatales,
estdn asociadas a las infecciones bacterianas
secundarias 0 coincidentes (8,9,17) (figura
1E). Sin embargo, nuestros resultados, con un
porcentaje de infeccion bacteriana concomitante
de 32,%, no reflejan una asociacion directa entre
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sobreinfeccion y fatalidad, por lo que es probable
que los cambios morfologicos del tejido puedan
atribuirse mas a un efecto citopatico viral que a
una infeccion secundaria, sin descartar dafios
asociados a una respuesta inflamatoria humoral y
celular (18,19); esta ultima fue méas importante, si
se tiene en cuenta la mayor cantidad detectada de
linfocitos T.

Este estudio y otros estudios recientes, sugieren
que esta respuesta inflamatoria puede contribuir
en el mecanismo de la lesion pulmonar y, también,
sugieren la participacion de inmunomoduladores en
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Cuadro 2. Caracteristicas de los 76 casos que presentaron PCR positiva para A HIN1/v09

Edad Sexo Periodo de Patologia RT-PCR IHQ1 Coinf2
infeccion*

26 F 15 Neumonitis intersticial, traqueobronquitis y linfadenitis reactiva + + ++
SD F SD Laringotraqueobronquitis necrosante + - +++
28 F 8 Traqueobronquitis necrosante + ++ +
40 F SD Traqueitis, neumonia concomitanrte + + -
30 M 6 Traqueobronquitis y bronquiolitis aguda + + -
32 F 9 Laringotraqueobronquitis aguda necrosante + ++ +
39 F 11 Traquea normal + ++
26 M 10 Neumonia aguda grave en fase de consolidaciéon temprana

indicativa de origen viral + +++ -
49 M 6 Neumonia aguda grave en fase de organizacién temprana,

traqueitis aguda + ++ -
45 F 8 Traqueitis aguda leve + + -
23 F 12 Neumonia lobar en fase de hepatizacion blanca con componente

hemorragico agudo + - +
29 M 8 Traqueobronquitis aguda + ++
22 F SD Neumonia sobreagregada grave + + -
49 F 10 Hemorragia pulmonar grave Edema y congestion + + -
14 M 7 Neumonitis difusa aguda con neumonia multifocal sobreagregada + + -
21 F 18 Neumonia bacteriana aguda grave con traqueitis necrosante

y pleuritis fibrinosa + + +
54 F 4 Microtrombos de fibrina, edema alveolar generalizado

Traqueobronquitis aguda + + -
29 M SD Neumonitis intersticial, traqueobronquitis y linfadenitis reactiva + + -
50 M 3 Tragueobronquitis aguda necrosante, ronconeumonia con

formacion de abscesos. + ++ ++
28 M 2 Traqueitis aguda grave y necrosante, neumonia aguda en

consolidacion temprana + + +

*Periodo de infeccion: tiempo en dias, entre inicio de sintomas y fallecimiento; SD: sin dato; *IHQ: inmunohistoquimica para
antigeno viral; Coinf2: infeccién bacteriana concomitante; todos los casos de infeccién fueron de Gram positivos.

Figura 2. Membrana basal
con engrosamientos minimos
(punta de flecha), formacion de
cuerpos laminares electrodensos
en la luz alveolar (recuadro e
inserto) y prominencia de restos
celulares (barra=2,5 pm y barra
del inserto=0,25 pm). Micrografia
electronica de tejido pulmonar
con infeccion por virus de
influenza A HIN1/v09.
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Figura 3. Vénula con paredes medianamente gruesas que
contiene gran cantidad de eritrocitos; célula de la pared alveolar
con citoplasma vacuolado (flecha); célula del infiltrado en el
alvéolo (parte superior derecha) (barra=4 pm). Micrografia
electrénica de tejido pulmonar con infeccién por virus de
influenza A HIN1/v09.

los casos graves y progresivos (20,21). Nicholson,
et al. (2003), concuerdan con que el balance entre
la replicacion viral y la respuesta inmunitaria del
huésped determina el resultado de la infeccién
y el dafio en el tejido pulmonar; por ejemplo,
las cepas de influenza muy virulentas, como la
H5N1, poseen la capacidad de resistir los efectos
antivirales de las citocinas del huésped (22) vy, a
su vez, inducen una expresion alta de citocinas
asociada a la proliferacion de macréfagos. Por lo
tanto, es probable que los casos fatales analizados
en este estudio, sean el resultado de una pérdida
de inhibicion de la replicacion viral y de un exceso
en la expresion de citocinas (23,24).

Por otra parte, las observaciones aqui hechas sobre
los cambios morfolégicos, han sido confirmadas
y asociadas a enfermedades virales en estudios
de ultraestructura llevados a cabo en modelos
animales. Laproliferacionde macroéfagosalveolares,
el engrosamiento de la barrera de intercambio
gaseoso debido al edema en éareas focales del
endotelio capilar, y la degeneracién y descamacion
del epitelio alveolar, son alteraciones morfolégicas
frecuentes en las infecciones por influenza. En las
células ciliadas y no ciliadas del epitelio bronquiolar,
se observan cuerpos de inclusién en el citoplasma
asociados a degeneracion celular; en las células
no ciliadas se observa edema en la parte apical
del citoplasma, reticulo endoplasmico anormal y
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Figura 4. Infiltrado inflamatorio. A) Macro6fagos alveolares e
intersticiales, marcador CD68. B) Linfocitos B, marcador CD20.
C) LinfocitosT, marcador CD3. (200X; inserto,1.600X).

replicacion viral (25,26). Ademas, se ha observado
desprendimiento y fragmentacion de la membrana
en los neumocitos de tipo |, degeneracion
notable en neumocitos de tipo Il con alteraciones
intracelulares en mitocondrias y otros organelos, y
vacuolas y globulos citoplasmicos (27).

La inmunorreaccion de antigenos virales que se
observa en los casos estudiados, principalmente
en las células epiteliales bronquiolares, esta
asociada, probablemente, a la presencia de
receptores de acido sialico a-2,6 galactosa en
este tipo celular. Se ha demostrado que estos
receptores son reconocidos por la hemaglutinina
de la particula viral que media la formacién del
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endosoma en la célula huésped (28,29); asimismo,
algunos estudios han sefalado que las células que
presentan los receptores de unién al virus estan
localizadas predominantemente en el epitelio
bronquiolar, y su cantidad es menor en el epitelio
alveolar (30).

Taubenberger, etal. (2010), reportaron marcaciones
para el antigeno en el epitelio pseudoestratificado
del arbol traquebronquial y en el epitelio bronquiolar,
en casos de autopsia (12). De forma similar, en
los estudios con cerdos infectados naturalmente,
se ha observado una fuerte inmunorreaccion de
antigenos virales en células del epitelio bronquiolar
y bronquial, con menor marcacion en el epitelio
alveolar (31).

Los resultados del presente estudio, como los
obtenidos por otros investigadores, sugieren que
la principal zona de localizacion del antigeno viral
es el epitelio bronquiolar, encontrandose una
menor cantidad en areas alveolares; sin embargo,
teniendo en cuenta que los 20 casos estudiados
presentaron una media de 8 dias en el desarrollo
de la infeccion entre el inicio de sintomas y el
fallecimiento, es probable que la inmunorreaccion
baja en areas alveolares, asi como la ausencia
de particulas virales ensambladas que no fueron
observadas en el estudio mediante microscopia
electronica de transmision, estén asociadas a
titulos virales bajos en el tejido. Varios estudios
en modelo de ratén han sugerido que los titulos
virales en el desarrollo de la infeccion presentan un
pico de replicacion entre el primero y el segundo
dia después de la inoculacién, observandose una
disminucién constante de los titulos hasta los dias
7'y 8, después de inducir la infeccion (32,33).

En el presente estudio, los cambios morfolégicos
asociados a la infeccion viral en los casos de
pacientes que fallecieron durante la pandemia
de 2009 por influenza A HIN1/v09 en Colombia,
permitieron confirmar algunas de las alteraciones
pulmonares encontradas por otros estudios de la
pandemia de 2009, asi como en otros periodos
pandémicos e interpandémicos. Sin embargo,
a diferencia de los reportes previos, el bajo
porcentaje de infeccién bacteriana concomitante
es una caracteristica sobresaliente que sugiere
que la fatalidad de los casos estudiados,
probablemente, no esté asociadaaunaenfermedad
bacteriana secundaria. Ademas, la muerte podria
estar relacionada con la insuficiencia respiratoria
producida por las lesiones pulmonares descritas,
como la neumonitis aguda exudativa fibrinoide

Cambios morfolégicos en pulmén infectado por virus A HIN1/v09

y la alveolitis necrosante grave; asimismo, las
complicaciones producidas por el edema pulmonar
y la hemorragia intraalveolar contribuyeron en el
resultado fatal.

Es probable que las lesiones observadas en
este estudio se atribuyan al dafio tisular en la
respuesta inflamatoria celular y humoral asociada
a la infiltracion por células poliformonucleares y
macrofagos en el intersticio y la luz alveolares,
como también por la lesién viral.

Finalmente, los resultados obtenidos representan
una aproximacion al estudio bésico de las
alteraciones morfologicas asociadas a la infeccion
porelvirusrespiratorioAH1N1 en casos del territorio
colombianoy contribuye a resolver preguntas sobre
una enfermedad, aunque ampliamente revisada,
poco definida.
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