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Resumen. La Proteinosis Alveolar Pulmonar {PAP) es una enfermedad
pulmonar difusa, poco frecuente, caracterizada por el depdsito anormal de
material lipoproteinaceo PAS positivo en los alvéolos. Se ha asociado, prin-
cipalmente, a alteraciones del estado inmunolégico y a infecclones secun-
darlas. Se estudiaron cuatro casos con diagnéstico histolégico de PAP. En
dos casos se demostrd infeccion sistémica por Histoplasma capsulatum y
asoclacion a estados de inmunodeficiencia (SIDA y desnutricion), un caso
con Pneumnocystis carinil y SIDA, y un caso sin patologia asociada. El estu-
dio ultraestructural mostré material granular electron denso, figuras de
mielina concéntricas y cuerpos osmiofilicos de tamafio variable. Se obser-
varon estructuras levaduriformes, trofozoitos y quistes en la luz alveolar, en
los casos de Histoplasmosis e infeccion por Pneumocystis carinii, respecti-
vamente. En uno de los casos, los neutroéfilos circulantes mostraron inclu-
siones cristaloides intranucleares. Enfatizamos la necesidad de considerar
esta entidad en el diagnéstico diferencial de paclentes inmunosuprimidos
con infilirados pulmonares.

Pulmonary Alveolar Proteinosis: An ultrastructural study of four
cases.
Invest Clin 38(1): 25 - 37, 1997.
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Abstract. Pulmonary Alveolar Proteinosis (PAP) is a rare and diffuse
lung disease characterized by the abnormal deposition of PAS positive, lipo-
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proteinaceous material in the alveolar spaces. It has been related, mainly,
to alterations in the immune state and to secondary infections. We studied
four cases of PAP diagnosed by light microscopy. In two cases we were able
to demonstrate disseminated Histoplasmosis related to immunodeficiency
states (AIDS and malnutrition), one case with Pneumnocystis carinii infection
and AIDS, and one case with no related pathology. Granular and electron
dense material, concentric myelin figures, and variable-sized osmiophilic
bodies were observed by electron microscopy. We found yeast-like structu-
res, trophozoites and cysts in the alveolar spaces, in the Histoplasmosis
and Pneurnocystic carinii infection cases, respectively. In one of our cases,
the circulating neutrophils showed cristaloid inclusions in the nucleus.
PAP should be considered in the differential diagnoses of patients with pul-
monary infiltrates.

Recibido: 21-10-96. Aceptado: 4-2-97.

INTRODUCCION

La Proteinosis Alveolar Pulmo-
nar (PAP) fué descrita por vez prime-
ra en 1.958 por Rosen y colaborado-
res como una entidad nueva debida
a un agente inhalante no identifica-
do (1). Es una enfermedad difusa
del pulmén poco frecuente, caracte-
rizada por un depdsito denso de ma-
terial fosfolipidico positivo con el
acido peryddico de Schiff (PAS) en
los alvéolos, con preservacion de la
delicada arquitectura del intersticio
pulmonar (2). Existen dos tipos de
PAP: la forma primaria de causa
desconocida y la denominada se-
cundaria, cuando no existe un
agente desencadenante del proceso
patolégico (3). También Singh y col
han establecido diferencias entre la
forma primaria y la secundaria en
cuanto a la tincién de PAS e inmu-
noperoxidasa, sefialando que la
apoproteina del surfactante es uni-

forme en las formas primarias y fo-
cal, en las secundarias (4).

La PAP fué descrita por vez pri-
mera en Venezuela por Angulo y Ro-
driguez en 1.962 (5), y la forma aso-
ciada a Histoplasmosis fué demos-
trada por Hartung y Salfelder en
1.975 (6). La asociacion del PAP con
el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) también ha sido
estudiada anteriormente (7), y dis-
cutida por Israel y col en 1983 (3).
En el presente trabajo se estudian
los hallazgos ultraestructurales de
la Proteinosis Alveolar Pulmonar,
previa revision de la microscopia de
luz y revision de los datos clinicos y
radiologicos de cuatro casos de PAP.
En dos casos se demostrd infecciéon
sistémica por Histoplasma capsula-
tumy asociacion a estados de inmu-
nodeficiencia (SIDA y desnutricion),
un caso con Pneumocystis cariini y
SIDA, y un caso sin patologia aso-
ciada aparente. Hacemos plantea-
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mientos sobre la etiopatogenia apo-
yvandonos en los hallazgos de éstos y
otros casos descritos previamente
en la literatura.

MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de la Muestra:

Las muestras para el presente
estudio se obtuvieron por biopsia de
tejldo pulmonar a cielo ablerto en
dos pacientes, y tejido de autopsia
en los otros dos. La informacién cli-
nica y los estudios realizados se re-
sumen en la Tabla 1.

2, Microscopia de Luz:

Se revisaron las laminas colo-
readas con hematoxilina-eosina. Se
buscaron los blogues y se practica-
ron coloraciones especiales de acido
peryodico de Shiff (PAS) y metena-
mina de plata {Grocott).

3. Microscopia Electronica de
Transmision:

El tejido para el estudio con el
microscopio electrénico fue cortado
en pequenios cuadrados de 1 mm, fi-
jado en formol buffer al 10%, pH
7.2, postfijado en tetradxido de os-

mio, deshidratado en alcoholes cre-
clentes y 6xido de propileno, e in-
cluido en resina epoxy. Se practica-
ron cortes de una micra de espesor
que se colorearon en azul de toluidi-
na, y se escogieron las areas para
practicar los cortes finos. Estos cor-
tes se hicieron en un ultramicroto-
mo Porter Blumm con cuchilla de
diamante, y se confrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plo-
mo. El material fue examinado a 85
Kv de voltaje acelerador y aumento
directo de 3.000 a 25.000X en un
microscopio electrénico Hitachi 500
(H-500).

RESULTADOS

- Estudio Macroscépico: En
todos los casos, tanto las biopsias
como el material de autopsia, los
pulmones mostraron multiples né-
dulos subpleurales y parenquimato-
sos amarillo-grisiceos, de consis-
tencia firme, y al exprimirlos suave-
mente, se observé la salida de liqui-
do amarillento, espeso y adherente,
untuoso (Fig. 1}.

Fig. 1. La figura mustra el aspecto macroscopice de un pulmén con miltiples no-
dulos subpleurales y parenquimatosos.
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- Microscopia de Luz: Los ha-
llazgos estan resumidos en la Tabla
II. Fue caracteristica la presencia de
un material granular y eosinéfilo
con la coloracién de hematoxilina-
eosina y fuertemente PAS + diastasa
resistente, con pequenas hendidu-
ras espiculadas gue corresponde-
rian a depoésitos de colesterol. Los
septos alveolares estaban engrosa-
dos y congestivos con discreta fibro-
sis. Se evidencié hiperplasia focal de
Neumocitos tipo II. Se observaron
células fantasmas en la periferia del
material proteinaceo, probablemente
neumocitos tipo II denudades, ma-
crofagos alveolares degenerados, o
histiocitos de aspecto espumoso
{Fig. 2).

- Microscopia Electroénica de
Transmisién: Con el MET, el mate-
rial intraalveolar tenia un fondo fi-
brilar, flnamente granular, con
cuerpos electron densos, redondos,
ovales o pobremente definidos con
un diametro entre 0,1 y 1 pm, oca-

sionalmente, se observaron algunas
de mayor diametro, de 4 - 5 pm. Es-
tas estructuras eran homogéneas o
laminares, y median unos 60 A¢ de
grosor separadas por intervalos de
80 A®, con una estructura trilami-
nar semejante a las membranas ce-
lulares con aspecto de mielina.
También se observaron figuras de
mielina tubular. En el intersticio
pulmonar se observé indemnidad de
la membrana basal del comparti-
miento epitelial con hiperplasia de
neumocitos tipo II. Las células en el
material proteinaceo periférico co-
rrespondian a macréfagos alveolares
con niicleos grandes excéntricos y
nucleolo evidente y en el citoplasma,
vacuolas con figuras de mielina y
material lipidico; otras células pare-
cian histiocitos de aspecto espumo-
so con grandes vacuolas fagociticas
y figuras de mielina. Se observaron
también, neumocitos tipo II con sig-
nos de degeneracion y escasos cuer-
pos lamelares {Figs. 3-5).

TABLA XX

PAP: HALLAZGOS CON EL MICROSCOPIO DE LUZ

BIOPSIA AUTOPSIA

Proteinosis alveolar pulmonar

1 Sugestivo de Histiocitosis X asociada a Histoplasmosis

diseminada. Sepsis.
2 e Proteinosis alveolar pulmonar
asoclada a Histoplasmosis
Hemorragia pulmonar
intraalveolar
3 Capilaritis aguda =000 ccemeeeemeeeeeees
Proteinosis alveolar focal

Proteinosis alveolar pulmonar

4 e asociada a Pneumocystis carinii

Bronconeumonia

Vol. 38 (1): 25 - 37, 1997



30 Garrido y col.

Fig. 2. Seo serva un alveolo'puln"lonar con material protelflaceo"y estructuras as-
ciculares en su interior. PAS 400 X

e 3 Mt 2 : ol
Fig. 3. Vision panoramica de un alvéolo pulmonar ocupado por material amorfo y
granular electron denso (a), cuerpos osmiofilicos (») y figuras de mielina
tubular (%). Se distingue un histiocito de aspecto espumoso (h) en la perife-
ria. 10000 X

Investigacién Clinica 38 (1): 1997
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Fig. 4. lLa ﬂgu muestra material amorfo y graular clectron denso (a), y detalles
de la mielina tubular (). 25000 X

Fig. 5. Se observan cuerpos osmiofilicos (™) de tamafio variable, figuras de mielina
concéntrica (*) y dos levaduras (1) de Histoplasma capsulatum. 12000 X

Vol. 38 (1): 25 - 37, 1997
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Los gérmenes oportunistas fue-
ron: Histoplasma y Pneumocystis ca-
rinii. En los casos No. 1 y No. 2 se
evidenciaron levaduras de hongos
en las vacuolas fagociticas de los
macrofagos alveolares. En el caso
No. 4 se observd fibrina y glébulos
rojos intraalveolares, hemosideréfa-
gos, y en los polimerfonucleares
neutréfilos se encontraron inclusio-
nes filamentosas intranucleares.

DISCUSION

Desde que Rosen, Castleman y
Liebow (1) describieron la proteino-
sis alveolar como un material dife-
rente del exudado espumoso que se
observaba en la pneumocystosis, se
ha venido estudiando exhaustiva-
mente esta entidad, tanto desde el
punto de vista experimental, como
clinico-patolégico utilizando méto-
dos histoquimicos, enzimaticos y ul-
traestructurales (8, 9, 10, 11, 12,
13). El diagnéstico esta basado en
los hallazgos patologicos, siempre
sustentados por la clinica y la radio-
logia (12, 13, 14). El hallazgo patold-
gico fundamental es la identificacion
histologica del material proteinaceo
PAS positivo, diastasa resistente,
con la reaccion del acido peryddico
de Schiff. El mucicarmin es negativo
(11, 12, 13, 14, 15) y los espacios
asciculares corresponden a depési-
tos de colesterol (12, 15). La presen-
cia de estas hendiduras de coleste-
rol junto con el aumento de la enzi-
ma deshidrogenasa lactica (LDH)
hablan de muerte y destruccion ce-
lular (15}. La apariencia ultraestruc-
tural es caracteristica (10, 11, 186,

17, 18). Se han descrito dos compo-
nentes fundamentales: el material
de fondo finamente granular y fibri-
lar; y los cuerpos electron densos,
de diferentes diametros con restos
de membranas, semejantes a la
mielina; vesiculas, membranas y es-
tructuras laminares, semejantes a
los cuerpos laminares de los neu-
mocitos tipo II; en la periferia del al-
véolo se pueden encontrar neumoci-
tos descamados, macréfagos alveo-
lares, e histlocitos de aspecto espu-
moso (9, 11, 12, 15, 17, 19). Es im-
portante comentar la‘ presencia de
figuras mielinicas denominadas
mielina tubular, que fue una cons-
tante en nuestros casos. Estas figu-
ras mielinicas son parte del surfac-
tante pulmonar, y corresponden a
una lipoproteina compleja presente
en los cuerpos lamelares, que es se-
cretada en el espacio alveolar como
cuerpo lamelar y se transforma en
una estructura altamente ordenada
llamada mielina tubular. La mielina
tubular es el elemento precursor de
la monocapa de fosfolipidos de su-
perficie activa de la interfase liquido
- aire del alvéolo. Hasta el presente
se han descrito diferentes proteinas
del surfactante denominadas SPA,
SPB, SPC y SPD: la SPA, SPB y SPC
estan relacionadas con la absorcién
de fosfolipidos a la monocapa de su-
perficie, y la SPA y SPB estan aso-
cladas a la formacién de mielina tu-
bular (18, 20). En los casos de re-
cién nacidos con lipoproteinosis al-
veolar, la ultraestructura no mues-
tra la mielina tubular y se ha de-
mostrado la deficiencia congénita de
la proteina surfactante tipo B {18) .

Investigacién Clinica 38 (1): 1997
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Todos los casos estudiados presen-
taron la apariencia caracteristica de
la PAP, tanto desde el punto de vista
histolégico, como a la ultraestructu-
ra, y esto es importante resaltarlo
porque los casos de pseudoproteino-
sis no presentan estas caracteristi-
cas (12).

La PAP es una enfermedad
poco frecuente, y aunque la mayoria
de los casos no tienen una causa
bien definida, méas del 50% de los
casos publicados han estado ex-
puestos a varios polvos y quimicos
inhalados (14, 21) ; los casos pedia-
tricos descritos revelan una predis-
posicién genética (18, 22, 23). Los
animales de experimentacién ex-
puestos a una gran variedad de qui-
micos, han demostrado cambios pa-
tolégicos idénticos a los descritos en
PAP de humanos (14, 18, 19, 22,
23, 24). Cambios patolégicos simila-
res a los descritos en PAP se han
visto en pacientes con una variedad
de infecciones {24, 25} y lesiones
malignas hematolégicas (13, 26,
27}, tales casos han sido reportados
como pseudoproteinosis o secunda-
rlos a PAP, para distinguirlos de los
casos primarios o idiopaticos, pero
al estudiarlos con microscopia de
luz y ultraestructura cumplen con
los criterlos diagnésticos morfologi-
cos descritos. La causa de PAP atn
permanece desconocida y probable-
mente, como opinan Prakash y col
{12}, es un tipo de respuesta alveo-
lar no especifica ante diferentes in-
jurias, algunas de origen desconoci-
do, pero siempre relacionadas con la
produccién y depuracién del surfac-

tante pulmonar, En este campo, el
MET aporta datos, descritos como
una disminucién en el namero de
los macrofagos y alteraciones en las
organelas citoplasmaticas, que sus-
tentan la teoria de una disfuncién
macrofagica secundaria a los com-
ponentes del material fosfolipidico
intraalveolar {9, 15, 17), la cual po-
dria alterar el proceso fagocitico in-
hibiendo la ingestién de particulas o
disminuyendo la fusiéon de los fago-
lisosomas (9). Esto podria explicar
la susceptibilidad de estos pacientes
a infectarse con gérmenes oportu-
nistas pulmonares (20). Hook y col
{10) también hacen énfasis en las
alteraciones ultraestructurales de
los macrofagos, y agregan las altera-
ciones de los neumocitos tipo II, asi
como el estudio de los componentes
extracelulares, para concluir que las
figuras de mielina extracelular son
semejantes a los cuerpos lamelares
de los neumocitos tipo II. Suzuki y
col (15} han descrito estructuras
membranosas multilamelares en el
interior de los macréfagos con una
periodicidad de 4,7 um, y las deno-
minaron estructuras de membrana
fusionadas, demostrando inmuno-
histoquimicamente y a nivel ultraes-
tructural que corresponden a la pro-
teina asociada al surfactante tipo C
(SP-C}. Singh y col (4} han propues-
to un circulo vicioso entre el surfac-
tante y los macréfagos alveolares, en
el cual la lipoproteina del surfactan-
te seria un potente supresor de las
reacclones linfociticas {28). Bedros-
sian y col {13} hacen énfasis en que
existe una falla en la depuracion al-
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veolar en los pacientes Inmunosu-
primidos. En nuestros casos, dos
pacientes presentaban signos de in-
munosupresion por SIDA, uno com-
probado y otro con sospecha de
SIDA pero sin la comprobacién sero-
l6gica; sin duda todos parecian es-
tar inmunosuprimidos, y resulta im-
portante comentar esta asociacién
de PAP y SIDA, ya que puede resul-
tar fatal para el paciente como ya ha
sido reserfiado por Israel y col (3). En
un total de 145 autopsias de pacien-
tes con SIDA (29, 30, 31) practica-
das en el Instituto Anatomopatologi-
co {IAP) de la Universidad Central de
Venezuela (UCV), llama la atencién
el caso de PAP y SIDA aqui descrito,
asociado a histoplasmosis, ya que el
Histoplasma capsulatum se encontré
en un 36% de los casos, aparente-
mente sin asoclacién con PAP, por
lo que, indudablemente, estos casos
deben ser reevaluados. La asocia-
cién de SIDA con PAP y Pneurmnocys-
tis carinil es mucho mas rara (3, 32).
La asociacién  desnutricién-PAP
tampoco ha sido reportada; sin em-
bargo, el nifio de 10 afios, desnutri-
do y del medio rural, tenia un ante-
cedente de auxiliar en trabajos de
construcciéon. En el caso N$ 4, el
paciente no tenia ningiin anteceden-
te de exposicion ambiental ni de in-
munosupresién, pero en la biopsia
pulmonar se evidencié un cuadre de
capilaritis aguda asociado a hemeo-
rragia pulmonar intraalveclar, con
focos de lipoproteinosis, hallazgos
que nos sugieren un proceso inmu-
nolégico subyacente {33). En los
cortes gruesos y finos se detecté el
material lipoproteinaceo con las ca-

racteristicas uliraestructurales ya
descritas. En los polimorfonucleares
neutrdfilos de este paciente se en-
contraron unas inclusiones fllamen-
tosas Intranucleares, cuya explica-
cibn aun desconocemos. Este pa-
ciente tuvo una remisiéon esponta-
nea de su enfermedad, lo cual se ha
descrito en un 40% de los casos de
PAP (3).

Hacemos énfasis en la impor-
tancia de esta entidad, que no es
tan sélo académica, ya que si no se
tiene presente y no se diagnostica,
existe el peligro que algunas infec-
ciones oportunistas causen la muer-
te del paciente, y en ocasiones, bas-
ta la extraccién del material protei-
naceo a través del lavado broncoal-
veolar (11, 25) para mejorar la capa-
cidad fagocitica de los macréfagos.
Hoy en dia estan aumentando los
casos del Sindrome de Inmunodefi-
clencia Adquirlda (SIDA] (3, 7, 29),
por lo que debemos incluir el diag-
néstico diferencial de PAP en los pa-
cientes inmunosuprimidos. El estu-
dio ultraestructural siempre aporta
datos sobre el diagnéstico y la etio-
patogenia de esta entidad.
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