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RESUMEN

La Anatomia Patoldgica constituye un puente entre las ciencias basicas y la
medicina clinica; sirve de fundamento cientifico en medicina, determina la
correspondencia entre la infeccion y el aislamiento microbiano, se imbrica
estrechamente con la epidemiologia. Mediante los métodos anatomopatoldgicos
se emitieron diagndsticos, se describieron patrones de infeccion y nuevas
enfermedades para el pais. Se identificaron brotes inusuales de enfermedades, se
facilitd el diagnéstico de agentes infecciosos no cultivables y se contribuy6 al
conocimiento de la patogenia de enfermedades para un mejor manejo de los
pacientes. Se describieron las principales causas de muerte en pacientes cubanos
con VIH-sida y las enfermedades oportunistas que desarrollan en nuestro medio.
Contribuy6 a la demostracion de la utilidad de los antirretrovirales de produccién
nacional y a detectar el cambio en el patron de presentacion de las enfermedades
oportunistas después del tratamiento antirretroviral. Se proporcionaron las bases
primordiales sobre las que se desarrollaron 12 proyectos de investigacion que
resultaron en: nuevos modelos biolégicos, nuevos métodos diagndsticos, mejor
conocimiento de la patogenia y epidemiologia de enfermedades. Los resultados
obtenidos han constituido aportes con impacto cientifico-técnico y social en el
ambito de las enfermedades infecciosas y epidemiologia, por brindar nuevos
conocimientos, por dar solucion a problemas practicos, contribuir en la docencia y
en un mayor desarrollo la Anatomia Patolégica de las enfermedades infecciosas
qgue redunda en beneficio a pacientes, a la instituciébn y al pais. Las 66
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publicaciones y los premios recibidos, por los resultados de investigaciones
basadas en los estudios anatomopatoldgicos, sirven de avales para esta
propuesta.

COMUNICACION CORTA

Introduccién

La Anatomia Patolégica es una disciplina puente que imbrica las ciencias basicas
con la préactica clinica que se dedica a estudiar los cambios estructurales y
funcionales de células, tejidos, y 6rganos que son la base de la enfermedad. El
trabajo de la especialidad en el ambito de las enfermedades infecciosas se torna
mas dificil porque sin perder espacios propios se incorporan nuevos campos del
saber con la experimentacién con animales, con la microbiologia, inmunologia y
epidemiologia. Con el de cursar de los afos en el departamento se han aplicado y
adaptado técnicas de laboratorio a medida que surgen: inmunohistoquimica,
métodos moleculares, microbiologia. La Anatomia Patoldgica en la infectologia
integra las informaciones que se obtienen al aplicar dichas técnicas en tejidos con
enfermedades infecciosas, y con ellas intenta explicar los por qué de los sintomas
y signos de los pacientes, proporciona fundamento sélido para el conocimiento de
las causas, los mecanismos de desarrollo, las alteraciones estructurales y las
consecuencias funcionales de los cambios morfoldgicos.

El Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK) es un centro con notable
visibilidad internacional y se encuentra entre los centros de investigacion que mas
publicaciones y premios anualmente logra en el pais. La especialidad de Anatomia
Patolégica en el IPK, ha respaldado activamente durante 27 afios todos los
objetivos del centro, como son: brindar servicios diagndsticos especializados de
alta tecnologia, asesorias diagndsticas e investigativas, trabajo con los centros de
referencia, proyectos de investigacion, atencidbn a pacientes con VIH sida,
docencia de post grado, asi como el estudio de epidemias y de enfermedades
exoticas. Como resultado global, el trabajo permitié describir nuevas infecciones
no reportadas anteriormente en el pais, describir patrones de infeccion y de
enfermedades en la poblacion de estudio, se identificaron brotes inusuales de
ocurrencia de enfermedades, se facilito el diagndstico de laboratorio de agentes
infecciosos, se proporciond la descripcion de cuadros clinicos para mejorar el
diagndstico de casos presuntivos, se apoyoé en el conocimiento de la patogenia de
enfermedades y se establecieron los diagnosticos que sirvieron de basamento
para las investigaciones y desarrollo de proyectos. El diagnéstico histolégico
constituyo la referencia primordial para investigaciones cuyo fin es la introduccién
de herramientas moleculares para el diagnostico, los estudios epidemiolégicos y
mayor conocimiento de la patogenia de las enfermedades infecciosas.

Materiales y métodos

Se emplearon los tejidos recibidos en el departamento de A. Patoldgica del IPK

para fines diagndsticos, investigativos e interconsultas. Biopsias 22605, citologias

14 699, autopsias 786, decenas de animales de experimentacion. Vinculacion con

12 proyectos de investigacion y 40 de tesis de diferentes niveles. Se emplearon
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los métodos de rutina de histopatologia, coloraciones especiales para hongos y
bacterias; inmunohistoquimicos para deteccion de Toxoplasma, P. jirovecii
microscopia electronica; métodos moleculares como la PCR simple y anidada,
hibridizacion in situ y secuenciacion.

Resultados
- El reporte de un caso de miasis por Dermatobia hominis constituyd un alerta
epidemioldgica ante la posibilidad de la introduccidon de la miasis médicamente
mA&s importante por visitantes o cooperantes provenientes de las zonas de
América Latina donde se reporta su existencia (1). Aporte al conocimiento
cientifico con impacto social por el diagndéstico de una enfermedad no descrita en
decenas de afios en el pais y el alerta sobre el peligro de su posible
reintroduccion.
- Primer reporte nacional de esparganosis (2): infeccion por larva plerocercoide
del género Spirometra en humanos quienes accidentalmente irrumpen en el ciclo
de vida del parasito. La contaminacion ocurre por beber agua con copépodos
contaminados, por comer carne cruda o semicocida de hospederos intermediarios.
Ha sido reportada esporadicamente en la costa del Golfo de México y atlantica de
la América del Norte, Venezuela, Colombia, Chile y Argentina. Es un aporte con
impacto social por la descripcion de una infeccidn no descrita anteriormente en el
pais, y con posibilidades de que especies mas agresivas sean importadas al
aumentar el intercambio con paises latinoamericanos.
- En los estudios de neuropatia epidémica, por los estudios morfologicos, se
demostré la presencia de degeneracion hialina de las fibras musculares estriadas
de los ratones, hallazgo histoldgico tipico de infeccién por virus Coxsackie del
grupo A (3) que apoyoé el criterio de la participacion de un agente viral en la
epidemia aunque el aislamiento con cambio citopatico atipico que se lograba daba
lugar a dudas sobre su papel patogénico. La deteccion de epitopes antigénicos
comunes a los aislamientos virales en muestras de biopsia de nervio sural por
meétodos inmunohistoquimicos apoya fuertemente la posible patogenia autoinmune
de la neuropatia probablemente desencadenada por un agente viral (4).
Constituye un aporte con impacto cientifico técnico y social al generar nuevos
conocimientos cientificos sobre la etiopatogenia de la epidemia de enterovirus en
humanos.
- El principal aporte a la epidemiologia del estudio de la uUlcera de Buruli fue
haber hecho el diagnostico histopatolégico y diferencial de la enfermedad
mediante el estudio histopatoldgico de rutina y coloracion para BAAR que sirvio de
fundamento en la seleccion adecuada de los casos para el estudio epidemioldgico
solicitado por Ghana. Este resultado tuvo impacto en la atencién primaria de salud
al proponer medidas de proteccion y prevencion de la infeccion (5-7). No se logro
aislamiento microbiano.
- Apoyados en los resultados inmunohistoquimicos para la deteccion del virus de
papiloma humano (VPH), se describi6 la forma de presentacion de la infeccién por
este agente viral en la mucosa esofagica al correlacionar los hallazgos
histopatolégicos e inmunohistoquimicos con el aspecto macroscopico (8). En el
estudio de las lesiones por VPH en el cuello uterino, el principal aporte radica en
proponer la incorporacion de la técnica de inmunocitoquimica en la pesquisa del
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cancer de cuello uterino, para mejorar la sensibilidad (9). Hay aporte al
conocimiento cientifico técnico con impacto social por mejorar el método de
pesquisa de infeccién por VPH intimamente relacionado con el cancer de cuello
uterino.
- Con estudios moleculares, inmunohistoquimicos e hibridizacion in situ se
aportaron las bases para el desarrollo y evaluacién de procedimientos preventivos
y para la practica de la salud publica (en personas y animales) de la infeccion por
Trichinella spiralis (10-16). Constituyé un aporte con impacto cientifico por la
generacion de nuevos conocimientos de la relacion parasito hospedero de T.
spiralis, con aplicacion en la produccion de carne porcina a nivel industrial.
- A partir del estudio minucioso de las autopsias de pacientes fallecidos por
dengue en Cuba se realiza una descripcion integradora de los hallazgos
anatomopatologicos, tanto por métodos de rutina, inmunohistoquimica,
microscopia electronica y TUNEL, con el cuadro clinico del dengue grave. Aporta
un mayor conocimiento de la patogenia de la enfermedad (17-22). También, se
realiz6 el diagnostico complementario de la infeccion por demostracion de
presencia de antigenos por IHQ en tejidos de fallecidos con diagnéstico presuntivo
de dengue grave.
- Con las autopsias realizadas a pacientes con VIH/sida en el IPK (23-37): Se ha
contribuido a la descripcion de la forma de presentacion de la infeccion y la
enfermedad del VIH sida en la poblacion cubana. Con la aplicacién técnicas
convencionales, especiales y moleculares, se ha aumentado la eficiencia en el
diagnostico de enfermedades infecciosas conocidas, emergentes y re emergentes.
Se ha contribuido a la demostracion del efecto que la incorporacion de la TARGA
a lo largo de 11 afios ha causado en la mortalidad por sida. Se ha contribuido a la
demostracion de la calidad de los antivirales de produccidon nacional. Aportes con
impacto social importante.
- Se reporto el primer caso de histoplasmosis diseminada a piel como forma de
presentacion de infeccion por el VIH. Por la gravedad del cuadro clinico y para
acortar el tiempo de diagnostico con lo cual se puede instaurar tratamiento
rapidamente, se desarroll6 un método citolégico poco agresivo para el paciente,
rapido, sensible y especifico para el diagndstico de la histoplasmosis diseminada a
piel considerado una innovacién tecnolégica para la solucion de problemas
practicos con impacto social (38, 39).
- Reporte del primer caso de linfogranuloma venéreo (LGV) en un paciente
seropositivo para VIH en Cuba (40). El diagndstico presuntivo fue realizado por
citopatologia (PAAF). No se pudo cultivar. Fue diagnosticado por PCR anidado a
partir de los fragmentos embebidos en parafina. Resultado que aporta al
conocimiento cientifico con impacto social por la identificacion de una enfermedad
en ese momento exotica, en un paciente que no habia salido del pais.
- El diagnéstico por primera vez en el pais de microsporidiosis en una serie de 62
casos fue resultado del estudio sistematico e integral de todas las necropsias
totales de fallecidos con sida realizadas en el centro durante 14 afios. Se
identificaron por microscopia electronica de trasmision las especies causantes de
la infeccion mortal, se describié el cuadro clinico de la forma de presentacién mas
frecuente y se determiné su importancia en la cadena de eventos hacia la muerte
en pacientes sida (41, 42). Se describieron los primeros casos diseminados a
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genitales internos femeninos (37) en la literatura mundial. Se extendio el
diagnoéstico en muestras de fluidos biolégicos al Laboratorio de Parasitologia del
Hospital. Constituye un aporte cientifico técnico con impacto social por ser un
diagnéstico no realizado anteriormente en Cuba, aportdé nuevos conocimientos
sobre la importancia de la microsporidiosis como causa de muerte. Esto ha tenido
gran impacto social con beneficio para los pacientes con sida, da solucién a un
problema practico en la atencion a estos pacientes, representa beneficio
institucional y mayor desarrollo de la especialidad.

- Los tejidos fijados en formol y embebidos en parafina (FFEP) constituyen una
fuente importante para el diagndstico por métodos moleculares de algunas
enfermedades infecciosas de dificil o imposible cultivo o aislamiento. Con
frecuencia, es el tejido procesado originalmente para estudios histopatoldgicos, el
anico material con que se cuenta para la deteccién de segmentos del genoma de
algunos patogenos. Desgraciadamente, la fijacion de los tejidos produce la
fragmentacion del ADN en segmentos de unos 400 pb lo cual conlleva a
establecer estrategias para la deteccion de los genomas de interés al partir de
estos tejidos. Para la extraccion o purificacion del ADN en los tejidos se emplean
varios procederes que a su vez producen mayor deterioro del material genético a
lo que se aflade mas deterioro con el tiempo, una vez extraido. Se elaboraron
varias metodologias para determinar la que mejor calidad y mayor cantidad de
ADN permitia recuperar de los tejidos (43, 44). ElI ADN extraido de los tejidos tuvo
suficiente calidad para ser empleado en técnicas moleculares.

- Para dar solucion a la carencia de métodos diagnodstico para la neumocistosis
se decidi6 aplicar la técnica de PCR a partir de cortes de tejidos FFEP. En todas
las muestras analizadas se detecto P. jirovecii mediante la amplificacion por PCR
de un fragmento conservado del gen del ARN ribosomal mitocondrial asi como la
identificacion de genomas especificos de P. jirovecii (45-48). Estos resultados
fueron base e inicio de investigaciones posteriores que han sido premiados.

- Por el mismo método de PCR en cortes de tejidos FFEP y mediante la
amplificacion del elemento de insercion 1S6110 se logré detectar y diferenciar
micobacterias del complejo tuberculosis de las atipicas (49-51). Estas ultimas
fueron detectadas mediante la amplificacion del gen que codifica para la proteina
de choque térmico de 65 kDa.

El método empleado es una herramienta complementaria para el diagnéstico
rapido de dos enfermedades importantes en los pacientes VIH-sida. Constituye un
aporte cientifico -técnico y social por aplicacion de una nueva metodologia para el
diagnéstico de neumocistosis, enfermedad para la que no se contaba con método
diagnoéstico especifico. También, para el diagnostico rapido de las especies de
micobacterias presentes en los tejidos y su discriminacion entre tuberculosas y no
tuberculosas lo cual tiene impacto en la atencién, manejo de los pacientes con
estas infecciones a la vez que disminuye la estadia hospitalaria y el mal tolerado
aislamiento respiratorio. Es una innovacion tecnologica para la solucion de
problemas practicos.
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- Existen varias enfermedades infecciosas que por diversas razones su
diagnéstico positivo, o la regla de oro para su diagnostico, no es el cultivo ni el
aislamiento microbiolégico. La histopatologia es entonces el método diagndstico
para algunas de estas enfermedades entre las que se encuentran la
toxoplasmosis. El estudio inmunohistoquimico de las muestras de encéfalo FFEP
diagnosticados como Toxoplasmosis y archivados por muchos afios permitio la
identificacion positiva de la infeccion por Toxoplasma. Con la certeza del
diagnéstico histopatolégico de neurotoxoplasmosis por inmunohistoquimica (52-
55):

- Se contd con las bases para estudios investigativos de sistemas simulados del
diagnéstico molecular en liquido cefalorraquideo (LCR), sangre y orina de
pacientes conservados con anterioridad al fallecimiento, lo cual permitié
determinar la eficiencia en la extraccion de ADN de estos tipos de muestras.

- Permiti6 comparar por primera vez en Cuba, la utilidad diagnéstica de muestras
de LCR, sangre y orina para establecer el diagndstico de neurotoxoplasmosis en
pacientes con sida.

- Permitio la identificacion, por primera vez en Cuba, de los genotipos de T.
gondii causantes de neurotoxoplasmosis en pacientes con sida, lo cual aportd
resultados a la comunidad nacional e internacional, y contribuyd con los escasos
estudios reportados en la literatura para la identificacion genética de T. gondii en
pacientes con sida.

- Constituy6é una referencia primordial para estudios posteriores cuyo fin sea la
introduccidon de herramientas moleculares con fines diagnosticos con las cuales se
pueda confirmar de forma répida el diagndstico de neurotoxoplasmosis en
pacientes con sida, ello redunda en la posibilidad de instaurar de forma segura la
mejor opcion terapéutica, lo cual contribuye a una mejor calidad de vida.

Aporte cientifico — técnico con impacto cientifico y social por nuevo conocimiento y
nuevas metodologias para el diagnéstico de una enfermedad oportunista en el
sida ademas de un mayor desarrollo de la especialidad con beneficio para la
institucion.

- La infeccion por P. jirovecii es una importante causa de muerte entre los
pacientes sida y se encuentra entre las enfermedades oportunistas mas
frecuentemente reportada entre ellos. Hasta la fecha, el diagnostico de
neumocistosis descansa en el diagndéstico terapéutico de la infecciébn pero
desafortunadamente se desconoce si existe resistencia a los antimicrobianos de
eleccion para este patdégeno. Como el diagnéstico histopatolégico de certeza de la
infeccion por P. jirovecii se basa en el aspecto morfolégico macro y microscépico
del pulmén apoyado por técnicas histoquimicas que solo identifican caracteristicas
tintoriales comunes para hongos, todas las investigaciones realizadas con este
agente parten del paso primordial del diagndéstico anatomopatoldgico. En resumen,
el estudio por métodos moleculares de tejido pulmonar FFEP con infeccién por P.
jirovecii: permitio ratificar el diagnéstico histopatologico de neumocistosis; se
describio la distribucibn de genotipos de P. jirovecii, por primera vez a nivel
mundial, a lo largo de un pais, por mas de 14 afios de epidemia de VIH-sida, lo
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gue sugiere una circulacion restringida del agente patégeno en Cuba; se describid
por primera en la literatura mundial, la existencia de un nuevo genotipo
(160A/196T) del gen que codifica para la subunidad menor presente en las
muestras cubanas; se obtuvieron indicios de que la prevalencia de P. jirovecii con
mutaciones vinculadas con su resistencia a sulfamidas es muy baja en nuestro
medio; se propusieron dos protocolos estandarizados de PCR para caracterizar
dos genes de P. jirovecii en muestras embebidas en parafina (45-48, 56). Esta
investigacion fue premiada y se debe tomar como aval de esta propuesta.

- Las investigaciones realizadas acerca del virus herpes asociado al sarcoma de
Kaposi (HASK) (45-48, 56-63), el citomegalovirus (64), polyomavirus (65),
adenovirus (66), partieron de los estudios anatomopatologicos de tejidos FFEP
dado que el diagndstico histolégico es la referencia primordial para herramientas
moleculares aplicadas a enfermedades infecciosas. Estas investigaciones
mejoraron el diagnostico en vida de pacientes. Los estudios por métodos
moleculares de SK a partir de tejidos o fluidos biolégicos, aportaron conocimientos
de nivel mundial en relacién con: el estudio de epidemiologia molecular, los
subtipos genéticos y detectar la circulacién en contactos. Estos resultados han
sido premiados anteriormente; sirvan de aval a esta propuesta.

- Los diversos trabajos que se realizan en la investigacion requieren de
participacion los estudio histopatologico de muestras de animales de
experimentacion. Los mas importantes fueron:

- Investigaciones para determinar la distribucion e inmunogenicidad humoral del
bacilo Calmette-Guérin (BCG) inoculado por diferentes vias (oral, intravenosa y
subcutanea) (67).

- En el estudio para determinar que la via intravenosa estuvo asociada a la mas
difusa distribucién de los bacilos de M. tuberculosis y a una mayor respuesta
serologica segun los resultados de la técnica de ELISA, seguida por la via oral con
resultados similares aunque mas demorados (67). Estos resultados resultaron de
gran importancia a la hora de trazarse las nuevas estrategias de esquemas y via
de administracion de la vacunacién con BCG, principalmente las recombinantes.

- El estudio para determinar el dia optimo para la evaluacion de la reaccion de
rechazo experimental en ratones F1 (CBA/J x C57BL/6) y la evolucién
histopatolégica de las lesiones en diferentes érganos (68). El modelo experimental
de la reaccién de rechazo tiene uso potencial en la evaluacion de diferentes
procedimientos de manipulacién del sistema inmune aplicable al desarrollo de
vacunas. Para ello, se desarroll6 un modelo experimental de rechazo mediante la
inyeccion por via parenteral de células linfoides de un macho CBA/J, en ratones
F1 (CBA/J x C57BL/6) de diez dias de nacidos.

- La caracterizacion de lineas de ratones transgénicos para lo que se estudio la
expresion de la hormona de crecimiento humana, en animales transgénicos, sus
efectos sobre la salud del animal y los cambios estructurales en varios 6rganos y
tejidos provocados por la produccion endoégena de dicha hormona (69). El estudio
macro y microscéopico permitid identificar que aunque existia una marcada
caquexia de los animales, el peso corporal y de los 6rganos sobrepasaba
significativamente el de los controles.
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Estos resultados obtenidos fueron publicados y formaron parte de un Resultado
Cientifico Técnico Destacado en 1994. Se continta trabajando en esta linea de
modelos experimentales de leishmania y malaria cerebral con el fin de encontrar
nuevos principios activos para farmacos a desarrollar.

Conclusiones

Impactos cientificos de estos resultados

- Deteccion por métodos moleculares de agentes infecciosos fastidiosos

- Profundizacion en el conocimiento de la relacién parasito-hospedero

- Obtencidon de modelos biologicos para los estudios experimentales en el
desarrollo de vacunas.

Impactos sociales de estos resultados

- Mejor comprension de la patogenia de enfermedades de algunos agentes
infecciosos causantes de enfermedades graves de importancia social o porque
causan muerte.

- Mejoro6 la especificidad del diagndstico de la infeccion y el tratamiento adecuado
y oportuno de enfermedades

- Descripcién de cuadros clinicos de infecciones no reportadas

- Contribucion a la descripcion de la forma de presentacion de la infeccion y la
enfermedad del VIH sida en la poblacién cubana.

Solucidén a problemas practicos

- Aumento de la eficiencia en el diagnostico de enfermedades infecciosas
conocidas, emergentes y re emergentes con la aplicacion técnicas
convencionales, especiales y moleculares.

- Contribucion a la demostracion del efecto que la incorporacion de la TARGA,
con medicamentos ha causado en la evoluciéon de la enfermedad.

- Contribucion a la demostracion de la calidad de los antivirales de produccién
nacional
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