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Introduccion

Introduccién

Los miembros del género Chlamydia son bacterias intracelulares obligadas. Tienen
pared celular similar a la de las bacterias gram negativas, pero con la tnica
diferencia de que las clamidias no tienen capa de peptidoglicanos enire las
membranas externa e interna de su envoltura celular. Por el hecho de que se replican
por fisién binaria, contienen ADN y ARN, ribosomas y sintetizan algunas proteinas,
es por lo que ahora se consideran bacterias, yva que durante muchos afios

pertenecieron a la denominacién de virus (2,15,20).

Las clamidias son de naturaleza ubicuota, inclusive, tienen habitats acuiticos.
Existen hasta la fecha, cuatro especies reconocidas: Chlamydia trachomatis,
Chiamydia psittaci, Chlamydia pneumoniae v Chlamydia pecorum, a reserva de que

proximamente se incluya un miembro mas, que todavia sigue en estudio (20, 60).

Chlamydia trachomatis 'y Chlamydia psittaci fucron las dos primeras especies en
integrar la familia. Las enfermedades humanas que generalmente causan estos
microorganismos, incluyen ¢l tracoma, conjuntivitis de inclusion, diversas
enfermedades del tracto urogenital, tanto masculino como femenino, neumonia
infantil, linfogranuloma venéreo. Se menciona también la psitacosis (C. psittaci)
que afecta a aves v mamiferos. Los seres humanos pueden ser infectados
ocasionalmente por clamidias que, por lo general, se asocian con enfermedades

animales como la neumonitis felina (20, 90).



Tntroduccién

Por su parte, Chlamydia pecorum y Chlamydia preumonice son las mas
recientemente descubiertas y parece ser que la primera afecta a ganado bovino y
ovino. En cuanto a la segunda, existen cientificos que afirman que se transmite al
estornudar o toser, causando variadas enfermedades en el tracto respiratorio humano
como faringitis, bronquitis, neumonia e inclusive también sinusitis. Los estudios

mas recientes la asocian fuertemente con enfermedades coronarias (15,18,25).

La historia de Chlamydia pneumoniae es practicamente reciente, su estudio ha
tomado gran velocidad, debido a que las evidencias de su asociacion con la
aterosclerosis son enormes aunque con grandes dudas. Sin embargo, la bacteria en
cuestion es la principal sospechosa, ya que muy frecuentemente se le encuentra en

la “escena del crimen”.

Las personas que padecen enfermedades coronarias suelen presentar altos ntveles de
anticuerpos contra Chlamydia preumonige, lo que sugiere que han sufrido
constantes o repetidas infecciones por esta bacteria. Varios estudios han estimado
una prevalencia de anticuerpos contra Chlamydia pneumoniae det 40 al 50 % en los
habitantes del hemisferio norte y de mas del 60% en los paises

subdesarrollados{14,25).

La primera prueba clinica que despertd la sospecha de que Chlamydia preumoniae
era la causa de ataques al corazdn, tuvo lugar en 1988 cuando el Dr. Satkku y su
equipo de trabajo descubrieron que los enfermos del corazdn presentaban un nivel
de anticuerpos contra Chlamydia pneumoniae mas alto de lo normal. A lo largo de

los afios noventa, se han ido acumulando evidencias que confirman lo anterior.



Introduccién

Grayston y cols. Emplearon la técnica de PCR para estudiar a la bacteria en
muestras de ateroma tomadas de enfermos cardiacos. Poco tiempo después,

investigadores det Reino Unido, Fapdn, Finlandia, Italia Y EEUU fueron detectando

la presencia de Chlamydia pneumoniae en arterias lesionadas. Desde entonces, en
mas de un experimento se ha encontrado también ADN de la clamidia en muestras

de ateroma (9,10,15,16,19, 25,27,28,31,39,88,89).

Afin con tantos y tan variados datos, hay quiencs todavia no creen que la bacteria
tenga algo que ver con dicha ctiologia, asi que los investigadores se han dividido en
tres grupos, dependiendo del punto de vista que tienen con respecto al papel de
Chlamydia pneumoniae . El primero de ellos sospecha que la bacteria potencia el
proceso que afecta y obstruye las arterias, mejor conocido como aterosclerosis; el
segundo grupo afirma que la bacteria es un “pasajero inocente™ que no tiene nada
aue ver con las lesiones, linicamente se encuentra al azar en el lugar dafiado; el
tercero de ellos, ni siquiera asegura que la bacteria de verdad se localice en los

vasos sanguineos (14).

La aterosclerosis es el principal problema de salud pablica de los paises
industrializados; en los que se encuentran en vias de desarrollo como México, es la
primera causa de mortalidad, por lo que resulta urgente y necesario resolver pronto
la incognita. La incidencia de enfermedades coronarias es tan aita, que en caso de
que la bacteria efectivamente esté involucrada, aunque sea sélo un poco, podria ser
de mucha utilidad para evitar la muerte de muchas personas mediante la pronta

administracion de antibidticos (9, 25).



Introduccién

Sin embargo, a diez afios de su primera aparicién, desafortunadamente no se aclara
del todo el papel de Chlamydia pneumoniae en las lesiones ateromatosas humanas,
por el contrario, siguen apareciendo hallazgos que hacen atin mas dificil conocer la
verdadera relacién que existe entre la bacteria y las afecciones mencionadas. Pero
en general, una variedad de evidencias seroepidemiol6gicas, histopatoldgicas y
microbioldgicas parecen inculpar a Chlamydia pneumoniae como responsable de las

¢enfermedades cardivasculares citadas.

De este modo, en la presente revision se fratard de investigar la mas reciente
posicion de Chlamydia pneumoniae en aterosclerosis ¢ infarto al miocardio, segin
el trabajo actual de los investigadores del tema. El tratar de responder la gran

pregunta: ; Chlamydia pneumoniae, agente causal o casual?



Obijetivos

OBJETIVOS

» Describir las caracteristicas microbioldgicas de Chiamydia pneumoniae.

> Describir el papel patdgeno de Chlamydia pneumoniae en vias
respiratorias y su posible intervencién como agente etiolégico en infarto al
miocardio y aterosclerosis.

» Dar a conocer las mas recientes investigaciones acerca del posible papel de
Chlamydia pneumoniae en afecciones carciocaronarias.

S

Mencionar de manera breve las distintas técnicas empleadas en la

tdentificacién de Chiamydia preumoniae



Caracteristicas principales de Chlamydia pneumoniae

I Caracteristicas principales de Chlamydia pneumoniae

Aspectos taxondémicos

Los microorganismos clasificados actualmente en el género Chlamydia se
describieron por primera vez en 1907, como consecuencia de una infeccion ocular
que afecta al hombre, el tracoma. Mucho tiempo se creyé que el microorganismo
causal del tracoma era un protozoo, pero entrada la década de los afios veinte, se
descubrio la psitacosis y se clasificé como virus. Hacia los afios sesenta, los
investigadores decidieron lo que hoy en dia se acepta, las clamidias son parasitos

intracelulares obligados que se multiplican por fision binaria (20).

De acuerdo a la novena edicién del Manual de Bacteriologia Determinativa de
Bergey de 1994, las clamidias son microorganismos cocoides, inmoviles, que
presentan multiplicacién solo dentro del citoplasma de la célula hospedadora y que
presentan un ciclo de desarrollo complejo que caracteriza su crecimiento en las

céhulas afectadas (47).

Gracias a los resultados de técnicas de hibridacién del ADN, se sabe que el
contenido de G-C del genoma clamidial es de aproximadamente 41-44 % mol y su

tamafio se encuentra dentro de los mds pequefios (15,20,42)
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Por lo que respecta a Chlamydia preumoniae, ha sido bien caracterizada por
enzimas de restriccion y por técnicas de hibridacién de ADN y se ha observado que
existe al

menos un 94% de homologia con ofras especies de Chlamydia pneummoniae, pero
que comparte menos del 10% con otras especies de clamidias. Pero en general, todas
las especies de Clilamydia presentan plasmidos homélogos que pueden diferenciarse’
por andlisis de Southern blot y por el uso de enzimas de restriceidn, lo cual pudiera

ser de mucha utilidad en caso de presentarse brotes epidémicos (20,56,100).

Tabla 1. Principales especies de Chlamydia

Orden Familia Género Especie

C. trachomatis
Chlamydiales Chalmydiaceae Chlamydia C. psittaci
Chlamydia
preumoniae

C. pecorum
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Caracteristicas microscopicas

Chlamydiaceae es una familia de parésitos bacterianos intracelulares obligados que
presentan singular tropismo por las células epiteliales que recubren las membranas
mucosas y s¢ multiplican en vacuolas citopldsmicas. Son organismos pequefios,
generalmente redondeados, que muestran variacion morfolégica en dos fases durante
su complejo ciclo de vida, mediante la transformacién de su forma infectante

denominada cuerpo elemental (CE), a su forma reproductiva y metabdlicamente

activa, el cuerpo reticular (CR) (2,15,2042).

El cuerpo elemental cuyas dimensiones fluctian entre 0.2 y 0.4 p es esférico,
pequedio y denso. Es la forma infectante, responsable de la fijacion a la célula
blanco, a través de un ligando, promoviendo de esta manera su ingreso. El CR es la
forma intracelular metabdlicamente activa; se divide por fisién binaria; es la

encargada de la reproduccidn y tiene entre 0.5 y 1.0 p de didmetro (2,15,20,42,47,60).

Debido a su parasitismo intracelular mucho tiempo se pensé ~como se menciond
anteriormente — que las clamidias eran virus, sin embargo, hoy se sabe que
comparten algunas caracteristicas con las bacterias; poseen una envoltura similar a
la de las bacterias Gram negativas, con la diferencia de que las clamidias carecen de
dcido murdmico y no son sensibles a la lisozima; contienen ADN y ARN, poseen
ribosomas, sintetizan proteinas, 4cidos nucléicos y lipidos y su crecimiento puede
ser inhibido por la aé,cién de antimicrobianos como la tetraciclina y la eritromicina

(20,42,106).



Capitulo I

Sin embargo, a pesar de ser consideradas como bacterias Gram negativas, carecen de
algunos mecanismos productores de ATP, motivo por el cual no pueden

multiplicarse fuera de las células del hospedador y reciben el nombre de pardsitos
energéticos. Al no sintetizar su propia energia (adenosin difosfato) estan obligadas a
lievar una vida intracelular, obteniendo de su hospedador los nutrientes necesarios
para la posterior sintesis de aminodcidos, ATP y las macromoléculas que requerird

durante su ciclo de vida {2,15,20).

Las clamidias carecen de flagelos, no son méviles ni tienen pili. No obstante, poseen
unas proyecciones cilindricas superficiales poco habituales, en promedio 18 de ellas,
ordenadas en forma hexagonal. Las proyecciones se fijan a la membrana
citoplasmica y salen por orificios en la envoltera. Aunque se desconoce su funcion,
aparentemente no median la adherencia 2 la célula hospedadora. Hay evidencias que
sugieren que estas proyecciones de las clamidias en desarrollo les sirven para la
captacién de nutrientes del citoplasma de la célula hospedadora hacia ellas

(20,47,106).

Estructura y composicion antigénica

La pared celular de las clamidias tiene un contenido relativamente alto de lipidos. Es
muy similar al de las bacterias Gram negativas, pero carece de un peptidoglicano, el
dcido N-acetilmurdmico. Presenta ademas un lipopolisacarido (L.PS) termoestable
que comparten todas las especies del género. Lleva también unido el dcido 2-ceto-3-
desoxioctandicosimilar al que se ha observado en el género Salmonella. Este

antigeno puede detectarse mediante la prueba de fijacion del complemento, por
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electroforesis en gel de poliacrilamida y por el uso de anticuerpos monoclonales

(34,60,79,106).

Mediante técnicas de fraccionamiento celular, se han podido revelar como los
principales componentes de la membrana externa, una serie de proteinas
denominadas COMC, por sus iniciales en inglés, Chlamydial outer membrane
complex. Son proteinas de peso molecular de 12 y 60 kDa que muestran un alto
contenido en cisteina. Recientemente se demostré que la proteina de 60 kDa tiene
una secuencia similar a la de la proteina de 60 kDa de E. coli (Gro EL) lo cual
induce una reaccién de hipersensibilidad retardada en cuyos, caracterizada por un
infiltrado celular de linfocitos y macrofagos. Otra proteina muy importante que
también forma parte de este complejo, es la proteina 40kDa, conocida como proteina
mayor de membrana, MOMP (major outer membrane protein). Esta constituye el
60% de las proteinas de la membrana externa de las clamidias. Existe la posibilidad
de que esté involucrada con la patogenicidad del microorganismo, ya que al parecer,
reduce la repulsién electrostatica que se genera entre el microorganismo y la célula

hospedadora (2,5,15,20,32,34,60).

Aunque todas las especies del género presentan este complejo de proteinas, se han
detectado variaciones antigénicas entre especies, e incluso entre cepas de la misma

especie (5,40).

Se ha sugerido la presencia de otras proteinas de menor importancia como la de 155,
45,29, 28 y 18 kDa, las tltimas detectadas por Western blot, pero atin faltan muchos

estudios para determinar su descripeidn y caracterizaci6n (34).

10
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Dada la dificultad del aislamiento de las clamidias, no se tiene ain suficiente
informacion acerca de su estructura antigénica, sin embargo, recientemente se

encontré otra proteina més, la de 27 kDa. Después del andlisis de su secuencia se

observd una gran similitud con la proteina MIP (macréfago potenciador de la
infectividad), localizada en la superficie de la bacteria Legionella preumophila. Se
sabe que esta proteina es un importante factor de virulencia para Legionella

prneumophila y que durante la infeccidn tiene la capacidad de inhibir la fusidn

lisosomal (34).

Ciclo reproductivo

El ciclo reproductivo de la clamidia, ilustrado en la figura 1., incluye las dos formas
del microorganismo, la madura, infecciosa y estable, denominada cuerpo elemental
(CE). La otra, como se menciond, es un poco mas grande y frégil; se le denomina

cuerpo reticular (CR) (1,2,16,20,42,47,90,106).

El CE es la forma infectante del microorganismo; responsable de Ia fijacion a la
célula blanco y de promover su ingreso. La rigidez de la pared celular permite la
supervivencia del CE durante su vida extracelular. Se considera que esta rigidez se
debe a los puentes disulfuro que existen entre las principales proteinas de la
membrana externa. Su ADN estd organizado de forma compacta en un nucleoide
central que consiste de una molécula circular con un peso molecular de 660kDa, lo
que significa que con este tamafio de ADN se puede proporcionar la informacion
para codificar alrededor de 600 proteinas diferentes. El CE también posee ARN

ribosomico (1,20,47,29).

11
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Por otra parte, el CR, es la forma infectante intracelular, metabélicamente activa que
lieva a cabo un tipo de reproduccién por fisidn binaria. Es mas grande que el CE.

Los CR sintetizan su propio ADN, ARN y proteinas, pero algunas de sus

capacidades metabolicas se ven limitadas. El ATP que adquieren de la célula
infectada sirve para el crecimiento del CR. Ademds, es importante mencionar que no
sobreviven fuera de las células y pierden de inmediato, fuera de &stas, su

infectividad (23,42,90).

Las clamidias, llevan a cabo un ciclo reproductivo muy complejo, raramente visto en

las bacterias. El ciclo tinico de crecimiento consiste en unos cuantos eventos:

1. Adhesion a la superficie de la célula hospedadora.

2. Penetracién del CE por fagocitosis no profesional.

3. Transformacién del CE, metabélicamente inerte, en el CR metabdlicamente
activo y de mayor tamafio.

4. Desarrollo y divisién del CR. Multiplicacién por fisién binaria, con la

subsecuente produccién de una abundante progenie.

Maduracién de los CR a CE infecciosos.

Conversién de los CR en CE.

Predominio de los CE dentro del fagosoma.

e

Liberacion de los CE mediante a destruccion de la célula.
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Figura 1. Eventos dei ciclo de crecimiento de Chlamydia pneumoniae

Lieand Adhesiona la Penstracidn a ta Dentro dei
CE 1ganco superficie de la célula blance por 6-8 h fagosoma:
i = célula blanco —> fagocitosis no f—— Conversion de
ﬂ' profesional CEaCR
Liberacion de los 12h
CE
48h T N L
Predominio de CE 40k Conversion de CR 22h Multiplicacién
dentro del fagosoma . a CE . del CR {fisién
binaria)

El paso inicial del proceso infeccioso, comienza con la fijacién del cuerpo elemental
a las microvellosidades de una célula epitelial susceptible. Dado que estas células
epiteliales no son fagocitos profesionales, las clamidias tienen sus propias técnicas
para inducir su fagocitosis, proceso que se ha denominado endocitosis dirigida por el
parasito o fagocitosis no profesional. De esta manera, el CE de la clamidia es
captado hacia los fagosomas, que son vacuolas de la célula infectada unidas a la
membrana de ésta, pero estas vacuolas (fagosomas) no se uniran a los lisosomas.
Las clamidias viables, ticnen la capacidad de inhibir la fusion lisosomal y esta

inhibicidn estd dirigida por antigenos de la superficie de las clamidias. Alas 6 u 8

13
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horas siguientes, una vez dentro d los fagosomas, forman colonias microscépicas
conocidas come inclusiones intracitoplésmicas o cuerpos de inclusién, que pueden
ocupar més de la mitad del volumen celular. Es entonces que los cuerpos
elementales experimentan alteraciones en su pared celular que finalmente culminan
en la transformacion de la forma de CR. Posteriormente se inicia la sintesis de ADN,
ARN vy proteinas, lo que permite el crecimiento del CR y su posterior divisidn por
fisidn binaria. Se ha observado que en algin momento del crecimiento, las
mitocondrias de la céluia hospedadora migran hacia el endosoma aumentando de
tamafio, se ubican junto a él y es cuando el CR parasita ATP. Estos cuerpos de
inclusion, pueden contener entre 100 y 500. particulas de progenie {entre las 24 y 48
hrs.), segin la especie, con capacidad de infectar a otras células susceptibles cuando
se rompa la que las contiene. Se cree que cuando los nutrientes se han agotado, los
CR maduran a2 CE y éstos son liberados de la célula hospedadora (48 — 72 hrs.) {
16,69,90,42,106).

Reaccion frente a agentes fisicos y quimicos

Las clamidias son muy sensibles a las condiciones ambientales y sélo sobreviven
muy poco tiempo fuera del cuerpo. Son susceptibles a una gran gama de
antimicrobianos como las penicilinas y las cefalosporinas, que achian a nivel de
sintesis de pared celular; a las tetracichinas y eritromicina que han proporcionado
una efectividad clinica excelente y que son eficaces inhibidores de sintesis protéica.
Se inactivan rapidamente con el calor; dejan de ser infecciosas completamente

después de la exposicion, durante 10 min. A una temperatura de 60°C (16, 42).
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Sin embargo, son infecciosas por afios & una temperatura de —50 a —~70°C. Durante el
proceso de liofilizacidn, pierden mucha de su infecciosidad v por el contrario,
desecadas al aire, pueden ser infecciosas por largos periodos. Se inactivan
rapidamente con éter (30 min.), con fenol (al 0.5% por 24 hrs.) v con formol (16, 42,

106).

Aislamiento y propagacion

Debido a la peculiar naturaleza de Chlamydia, su aislamiento y propagacién se han
logrado mediante la incubacién en huevos embrionados, animales de
experimentacién o con lineas celulares muy seleccionadas. Hasta la fecha se ha visto
que todas las especies de Chlamydia pueden infectar al embrion de pollo. En saco
vitelino, también se han lograde buenos resultados, debido a que en 6 u 8 dias se
pueden encontrar anticuerpos. Sin embargo, estos procedimientos no son los més
convenientes, debido a que su uso no resulta practico en los laboratorios clinicos;
ademas de ser tediosos, prolongados y menos sensibles que otros métodos como el

cultivo de tejidos (20,23,81).

Todavia se considera que el cultivo celular es el método mds sensible y especifico
para el aislamiento y la identificacién de las clamidias. Las lineas celulares que

normalmente se utilizan para su aislamiento y cultivo son las McCoy (de

fibroblastos de ratén), He-La 229 (células cancerosas de cérvix humano), BHK 21
(linea celular de rifidn de crias de hamster), células 1-929 y células de rifidn de

mono verde Buffalo (13,16,42,86,106).



Caracteristicas principales de Chlamydia pneumoniae

En el método de cultivo estandar empleado para Chiamydia, las muestras clinicas se
centrifugan y ¢l sedimento se inocula sobre las monocapas celulares. Estas
monocapas se hacen crecer sobre cubreobjetos de vidrio colocados dentro de viales
herméticos. En general se pretratan con 5-yodo-2-desoxiuridina o con cicloheximida
a fin de inhibir la sintesis de macromoléculas de la célula hospedadora y aumentar la
replicacién de las clamidias. También ayuda a facilitar el reconocimiento de las

inclusiones (42,47,106).

Bl pretratamiento de las células con dietilaminoetil-dexirano (DEAE-dextrano),
aumenta e} contacto entre las particulas infecciosas de las clamidias y la monocapa
de las células hospedadoras, con el subsecuente aumento de la infectividad. Después
de la incubacion de los cultivos durante 48 — 72 hrs, se observardn los cuerpos de
inclusion de las clamidias. Las tinciones empleadas para ayudar a detectar estas
inclusiones son Giemsa y yodo. Algunas veces también se ocupan los anticuerpos

monoclonales marcados con fluoresceina (20,42,47,86, 106).

Respecto a Chlamydia preumeniae, el cultivo celular probablemente sea el mejor
método de cultive para obtener posteriommente un buen diagndstico. Los
investigadores Kuo y Grayston reportan que para el aislamiento inicial de C
pneumoniae es mejor utilizar ia linea celolar He-La 229 y no el McCoy. Cless y
Stamm encontraron que las cétulas HL, una linea celular derivada del pulmén
humapo eran mejores. En otro estudio, Kuo y Grayston confirman lo anterior

empleando ias cepas TW ~ 183, AR -- 39 y AR — 388 (48, 86).

Recientemente se utilizaron las células Hep — 2, ya que la muestra no requiere del

pretratamiento con DEAE — dextrano, el cual por el contrario, st se usa en este tipo
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de linea celular, propicia un efecto adverso puesto que los cuerpos de inclusion se

veran mas pequefios haciendo mas dificil su identificacion (86).

En un estudio reciente, Roblin y cols., sugieren que la linea Hep ~ 2 es la mas
sensible de las lineas celulares utilizadas para el cultivo, aislamiento y propagacion
de Chlamydia pneumoniae, tanto para cepas provenientes de muestras clinicas,
como para las de investigacion. Ademas, afirman que el cultivo celular Hep — 2

resulta de muy facil acceso (86).

Otra linea celular es 1a HTED, proveniente de triquea humana, que ha demostrado
ser sensible para la propagacion de muchos virus de vias respiratorias, asi que se
creyd pudiera ser util para el cultivo de Chlamydia pneumoniae. Sin embargo, en
términos de sensibilidad, muestra los mismos resultados que las células McCoy (

86,106).

A pesar de todos los estudios anteriores, atn falta mucho por descubrir acerca de los
medios de cultivo Optimos para Chiamydia preumoniae. Se tienen pocas
herramientas que limitan el trabajo del investigador. Por lo tanto, la linea de rutina
actual sigue siendo

la Hep ~ 2, ya que al parecer tiene la posibilidad de ser mas util para el cultivo de
Chlamydia pneumoniae. 1o que es definitivamente cierto, es que un medio de
cultivo eficiente facilitara el diagnéstico y ayudara a engrandecer las investigaciones

futuras.

17



Caracteristicas principales de Chlamydia pneumoniae

Transporte y almacenamiento

Es bien sabido que para la obtencién de muestras clinicas viables, se requiere de las
mejores condiciones dentro del contenedor, tales que nos permitan conservar la
méxima viabilidad del patégeno. Sin embargo, la preservacién de la infectividad de
Chlamydia prneumoniae ha sido dificil, ya que su recuperacidn, en la mayoria de los
casos, ha resultado con una pérdida considerable de la misma. En un estudio
realizado por Maas y Dalhoff, se estudiaron medios de transporte, variando
cantidades y composicion de medios de cultivo, asi como condiciones de

temperatura, humedad relativa y tiempos de abmacenamiento (58).

Los medios de cultivo utilizados fueron cinco de los mas comunes. 1) el medio de
glutamina-fosfato-sacarosa (SPG) con un contenido del 75g de sacarosa, 0.52g de
H;POy4, 1.22g de NapHPO,, 0.72 g de dcido glutdmico y agua destilada a pH=74. 2)
Medio SPG con 10% de suero fetal bovino de ternera (FCS). 3) EMEM, medio
minimo esencial de Eagle. 4) EMEM con 10 % de FCS. 5) EMEM con 20% de FCS.
Se observd que las mejores condiciones para el almacenamiento de Chlamydia
preumoniae fueron bajo refrigeracion a 4°C y en el medio de transporte de Eagle

adicionado con

suero fetal bovino. El medio SPG también puede utilizarse para las clamidias, asi

como el EMEM que resultd igualmente efectivo para mantener su viabilidad (58).
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Es de hacerse notar, el hecho de que se ha visto que las condiciones mencionadas
anteriormente deben modificarse un poco, ya que hay reportes que citan que pueden
haber ligeras variaciones de acuerdo a la cepa de Chlamydia preumoniae de que se
trate. Asi, por ejemplo, la cepa AR-39 en medio SPG presenta un 39% de viabilidad
después de 24 hrs a una temperatura de 22°C y una viabilidad de 1% después de un
dia de almacenamiento. Se demostrd también que la cepa TW-183 es demasiado
susceptible a los factores tiempo, humedad y temperatura no adecuados y disminuye

rapictamente su viabilidad (58).

En general, se reporta que se puede tener una buena recuperacion de C. prnemoniae
después de aproximadamente 4 hrs de almacenamiento a temperatura ambiente sin
tener una pérdida considerable de su infectividad. Ademés, la refrigeracion a 4°C,

permite un periodo de transporte aceptable de al menos 24 hrs (58).
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IL. Chlamydia preumoniae y enfermedad cardiocoronaria
Aspectos anatomo-fisiologicos del corazén

El corazon es un drgano hueco que posee una forma cénica, con la base en la parte
alta y la punta o 4pex dirigida hacia abajo y a la izquierda. Pesa de 220 a 350 gramos
y €s mas grande en el hombre que en la mujer. Esta situado casi en el centro del
pecho, en la parte media de la cavidad toricica, entre los pulmones y encima del

diafragma (17).

Lo forman cuatro cavidades: dos superiores, las auriculas derecha e izquierda y dos
inferiores, los ventriculos derecho e izquierdo. La auricula derecha forma el borde
derecho vertical y una pequefia parte de la base; la auricula izquierda forma casi toda
la base; el ventriculo izquierdo forma la mayor parte de las caras inferior ¢ izquierda
y toda la punta del corazon; el ventriculo derecho ocupa la mayor parte de la
porcion anterior del corazén. Cada auricula comunica con el ventriculo
correspondiente, pero en el corazdém normal, las auriculas y los ventriculos no
comunican entre si, Estas cavidades estan revestidas interiormente de una membrana
serosa llamada endocardio. Las paredes del corazon son de un tejido muscular
diferenciado, el misculo cardiaco o miocardio. El corazén esta envuelto o contenido
en un saco seroso formado por dos membranas, una de las cuales se adhiere al

miocardio, ¢l saco pericardico(17,18).
El miocardio es una masa muscular constituida por misculo estriado y forma parte

principal del corazén. Es susceptible a hipertrofiarse cuando las demandas de trabajo

del corazon aumentan. La inflamacion de éste se denomina miocarditis. La
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obstruccion de la circulacion coronaria al miocardio, puede provocar in infarto al
miocardio. Contiene una serie de redes de fibras cilindricas que se ramifican y son

estriadas pero no son voluntarias(17,18).

El endocardio es la cubierta interior de las cavidades cardiacas que se contintia en el
endotelio de los grandes vasos. Estd constituido por un epitelio plano no

estratificado ni queratinizado y por una sustancia intercelular de sostén.

Durante la vida fetal, existe una intercomunicacién entre as cavidades cardiacas que
se cierra al nacer, pero en ciertos casos puede persistir, ocasionando diversos tipos

de enfermedades congénitas del corazén que afectan profundamente la vida del nifio.

Los ventriculos poseen orificios que comunican con las arterias de salida de la
sangre; las auriculas los tienen para recibir la sangre que viene por las venas. En los
orificios ventriculo-auriculares, existen valvulas destinadas a impedir el retroceso de
la sangre a la auricula cuando el ventriculo se contrae; se conoce como valvula
tricispicle a la derecha y mitral a la del lado izquierdo. En los orificios arteriales,
adrtico y pulmonar, se localizan unas vélvulas en forma de nido{vilvulas sigmoides)

pata evitar el reflujo de sangre a la cavidad.

La unidad contractil del corazén es la miofibrilla y se encuentra en ¢l miocardio.
Cada fibra miocérdica estriada estd surcada por numerosas miofibrillas que forman
los sarcomeros, estructuras que se repiten en serie; es aqui, ent los sarcomeros donde

se genera la energia necesaria para ¢l impulso de la sangre.
En realidad, en el corazén existen dos bombas de cada lado. La derecha recibe

sangre impura del cuerpo y la envia al pulmén, La izquierda recibe del pulmoén

sangre oxigenada y la envia al resto del cuerpo. Las paredes de las auriculas son mas
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delgadas que las de los ventriculos y a su vez, la pared del ventriculo izquierdo es

mas gruesa y fuerte que la del izquierdo, debido a que realiza un trabajo mayor.

Aunque ¢l corazén late constantemente y, en apariencia sin descanso, no es asi. Del
tiempo que tarda cada contraccién o latido, el corazén trabaja un tercio y descansa
dos. Su labor es de ocho horas diarias, aunque el descanso no lo toma de una sola
vez, sino en el intervalo entre las contracciones. Asi, todas las situaciones que

tiendan a reducir esta sitnacidn de descanso del corazén en forma continua lo

Esta puede ser transitoria provocada por el ejercicio, una emocién fuerte o la fiebre,
0 permanente ya sea en lesiones propias del corazdn como las enfermedades
cronicas del miocardio o en ciertos transtormos del ritmo (arritmias). Por eso es que

el reposo es tan importante durante las enfermedades o en la convalecencia.

El corazon puede ser afectado, junto con otros érganos, por una mala alimentacion.
La desnutricion por falta de alimentos, o por ingestién de alimentos inapropiados,

repercute seriamente en el funcionamiento circulatorio.

Ciertas infecciones atacan al corazon, ya sea por la acci6én directa de bacterias y/o
por la accidn de sus toxinas. Las primeras pueden unirse a los tejidos, creando focos
de infeccion agudos o cronicos; las segundas impregnan al miocardio o actian sobre
los nervios reguladores de la contractilidad v de la conductibilidad intracardiaca,

originando graves consecuencias.

Segiin el microorganismo y su tropismo, pueden atacar el miocardio (miocarditis), el
pericardio (pericarditis), o el endocardic {endocarditis) v atn todos los tejidos
(pancarditis). Si el enfermo sobrevive a la infecci6n aguda, suelen quedar lesiones

cronicas, especialmente endocarditis valvulares que determinan una estrechez o una
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insuficiencia en los orificios y repercuten terriblemente sobre las futuras capacidades

de actividad y de trabajo del individuo.

Entre las infecciones crénicas que pueden lesionar al corazén se incluyen la sifilis y
la tuberculosis, la primera tiene preferencia por el miocardio y las arterias, la

segunda por el miocardio y por el pericardio.

El miocardio puede ser afectado en el curso de los afios simplemente por la senilidad
o por la aterosclerosis, que es un proceso bastante comin y normal después de cierta
edad. Puede ser lesionado por el endurecimiento de las arterias, por intoxicaciones
cronicas como el satumismo o intoxicacién por el plomo y ofras sustancias
quimicas. Aunque son cada vez mds raras, a medida que la medicina preventiva en
las industrias emplea mejores sistemas de seguridad para sus empleados. Hoy en dia
se habla del estrés y de la dureza de vida, que son factores que también afectan a la

larga al corazén y aunque esto es un poco dificil de probar, es tan légico que se

acepta.

Si bien es importante proteger al corazém, es igualmente importante no vivir
temiendo que falle. El corazén es duro y resistente y con un poco que se le ayude,
nos brindard un excelente servicio y por ende, nos dard una larga vida. Pero si

nosotros cuidamos en general todo el organismo, entonces el corazén se cuidari a si

mismo.

El riego sanguineo del corazén esté a cargo de las arterias coronarias que son dos: la
izquierda, que imriga al ventriculo izquierdo y a la mitad anterior del septum
ventricular y se divide en descendente anterior y circunfieja. La otra, la derecha

irriga al ventriculo derecho y a la porcién posterior del tabique interventricular.
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Contribuye a irrigar la cara del ventriculo izquierdo del corazon y varias ramas que

irrigan la pared adrtica y la auricula izquierda.

Dicho de otro modo, las paredes del corazén tienen sus propias arterias, que le
lievan al musculo sus elementos nutritivos, las arterias coronarias cuya obstruccion

total o parcial es causa de muerte o de grave enfermedad cardiaca.

En general, las arterias estdan situadas profundamente entre los tejidos blandos, a
excepcion de la mufieca, el dorso del pie, las sienes y el cuello, en donde se les

puede sentir latir y donde se puede tomar el pulso.

Como se mencioné anteriormente, las arterias se encargan del riego sanguineo, asi
que puede decirse que son pequefios tubos por donde pasa la sangre. Se dividen en

tres categorias segin su tamafio y ciertas caracteristicas histoldgicas:

* Arterias de grueso calibre o elasticas, entre las que se incluye a aorta.
* Arterias de mediano calibre 0 musculares, llamadas arterias distribuidoras.
* Arterias de pequeiio calibre, por lo regular con didmetro menor de 2mm; se
conocen como arteriolas y se encuentran, en su mayoria, dentro de los tejidos
y Organos.
Todas las arterias se caracterizan por tener tres capas o tlnicas: intima, media y
adventicia que se distinguen claramente en los vasos de mayor calibre. Conforme
disminuye el calibre vascular, las tres capas se tornan cada vez menos precisas, y

por tltimo, en las arteriolas dejan de ser identificables.

Las arterias elasticas de grueso calibre, incluyen la aorta y sus ramas principales;

tronco braquiocefilico, subclavia, comienzo de la cardtida primitiva v origen de las-
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arterias pulmonares. La tinica intima de estos vasos, consiste en una capa lisa de
células endoteliales delgadas dispuestas sobre una membrana delicada que se
introduce entre el tejido conectivo y el tejido subendotelial vy las células del misculo
liso subadyacente. Durante toda la vida, la tinica intima se engruesa por
acumulacién progresiva de una sustancia de mucopolisacdridos que se va
cementando. Asi que, de forma poco clara, aparecen en esta capa cementada las
células miointimas que contribuyen al engrosamiento (por sintesis de colageno v
fibrillas elasticas). Como se revisard mas adelante, estas células miointimas al
parecer son importantes componentes de ias lesiones que se presentan en la

aterosclerosis.

Por otra parte, la tiinica media ¢ capa muscular de las arterias de grueso calibre, es
rica en tejido elastico, de ahi ¢l nombre de arterias elasticas. La capa media estd
formada prncipalmente por células musculares lisas, circulares o espirales,

dispuestas en capas concéntricas.

La tinica adventicia es una capa poco definida de tejido conectivo de envoltura, en
la cual se encuentran fibras elasticas y nerviosas y vasos nutricios de pequefio
calibre en una pared delgada llamada vasa vasorum. La adventicia se parece a la de
los grandes vasos, pero contiene mayor abundancia de nervios, reflejando el papel

que desempeifian estos vasos en la regulacion autonémica del riego sanguineo.

En las arterias musculares de mediano calibre, las tres capas estdn bien definidas y
proceden de las capas de las arterias elasticas mayores. El limite mas externo de la
intima estd muy bien definido por una membrana eldstica interna, compacta y
ondufada. La lamina eldstica interna no es una estructura continua, sino que estd
interrumpida por hendiduras a través de las cuales, células musculares lisas de la

media pueden emigrar penetrando la intima.
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En las pequefias arterias hay desaparicidn progresiva, primero de la membrana
exterior y luego de la interna, de modo que a nivel prearteriolar la diferencia entre
las capas practicamente ha desaparecido. Las arteriolas poseen abundantes
conexiones nerviosas del sistema neurovegetativo y son el sitio fundamental de ia

regulacidn auténoma del flujo sanguineo.

Aparte de las arterias, es muy importante describir al endotelio vascular y al
musculo liso, que son los principales componentes de la pared vascular y

desempefian papeles muy importantes en todos los tipos de patologia vascular.

La capa tnica del endotelio continuo que reviste arterias y venas forma una capa
tromborresistente Unica entre sangre y tejidos subendoteliales potencialmente
trombégenos. La integridad del endotelio es un requerimiento fundamental para
conservar la estructura y funcién normales de la pared vascular, Ademéas de inducir
fendmenos trombéticos evidentes la lesién endotelial puede ser causa de, al menos
en parte, la iniciacidn de la aterosclerosis y otras lesiones vasculares como la

hipertension.

El endotelio arterial se parece a otros endotelios continuos por su contenido en
organelos y sus abundantes vesiculas pinociticas. De esta forma, el endotelio arterial
transporta cantidades relativamente pequefias de proteinas, como lipoproteinas de

baja densidad (LDL), a través de estas vesiculas.
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Aterosclerosis e infarto al miocardio

Aspectos generales

El término aterosclerosis significa literalmente endurecimiento de las arterias, pero
mads exactamente, define a un grupo de estados patologicos que tienen en comiin, el
engrosamiento y la pérdida de elasticidad de la pared arterial. Incluye tres variantes

morfoldgicas caracteristicas:

> Aterosclerosis, caracterizada por la formacién de ateromas (depdsitos de lipidos

en la intima) en las arterias musculoesqueléticas de mediano y grande calibre.

» Esclerosis calcificada de la media o de Mbnckenberg, caracterizada por

calcificacion de ia media de las arterias musculares.

» Arteriosclerosis, caracterizada por engrosamiento proliferativo de las paredes de

arterias de pequefio calibre y arteriolas.

Estas tres formas se diferencian con facilidad por su aspecto morfolégico. Debido a
que la aterosclerosis es la forma mas comin e importante de arteriosclerosis, en
muchas ocasiones estos dos términos se usan como sindnimos, sin embrago no

debieran considerarse asi.

Tomando en cuenta los objetivos del presente trabajo se estudiara Unicamente la

aterosclerosis.
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La aterosclerosis ocupa definitivamente €l primer lugar entre las enfermedades de
Occidente, aunque es de distribucion mundial. Si bien cualquier arteria puede vérse
afectada, principalmente lo hacen la aorta y el sistema coronario y cerebral, de
forma que las dos consecuencias principales de esta enfermedad son el infarto al
miocardio y el infarto cerebral. Asi, los infartos miocardicos (IM) son responsables
del 20 al 25% de la mortalidad debida a problemas cardiacos en Estados Unidos y

atribuibles casi totalmente a aterosclerosis.

Aterosclerosis

La aterosclerosis puede definirse, como se menciond anteriormente, como una
enfermedad de arterias musculares de grande y mediano calibre {(coronarias,
cardtidas y arterias de extremidades inferiores) y de arterias elasticas de gran calibre
como la aorta y arterias iliacas. La lesién bésica es el ateroma. Consiste en una placa
focal elevada, localizada dentro de la intima, compuesta por un niicleo de lipidos,
principalmente colesterol, que habitualmente forma complejos de protefnas y una
cubierta de revestimiento fibroso. En etapas iniciales, estos ateromas tienen una
distribucién escasa, pero conforme avanza la enfermedad se vuelven mas ¥y mas
numerosos, pudiendo legar a cubrir, literalmente, toda la superficie de la intima de
las arterias que se ven gravemente afectadas. Los ateromas comprometen el flujo de
sangre arterial y debilitan las arterias afectadas originando aneurismas. A la larga,
muchos pacientes experimentan diversas complicaciones entre las cuales se
encuentran calcificacion, ulceracién y formacion de trombos, Inclusive, durante la
evolucion de esta enfermedad vascular, es posible que no se produzcan sintomas

durante veinte, cuarenta o més afios y, a menos que las lesiones desencadenen
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raanifestaciones clinicas secundarias en 6rganos daiiados, pueden permanecer
totalmente ignorados hasta la muerte. Sin embargo, cuando no se observan este tipo
de lesiones organicas, la aterosclerosis se puede identificar mediante angiografia o
por visualizacién radiologica de los depdsitos de calcio en ateromas muy

desarrollados.

El origen de los ateromas no ha sido definido del todo, pero se han planteado
algunas teorias que lo tratan de explicar. Tres son las mas importantes: la teoria
lipogénica, la teoria trombogénica y la teoria monoclonal. La teoria lpogénica ha
sugerido que las lipoproteinas de baja densidad (LDL), basicamente el colesterol,
reaccionan con receptores especificos provocando la proliferacidn de células
cargadas con lipidos asi como de la proliferaciéon de una matriz extracelular. La
lesion progresa debido al ingreso constante de lipidos del torrente sanguineo. Se cree
que son importantes para la evolucién de este proceso, las alteraciones metabolicas
existentes en las células de la pared arterial que interactian con los lipidos del

torrente sanguineo.

La segunda teoria es la trombogénica, en la que no se conoce con certeza cémo se ha
llevado a cabo la iniciacion de la placa aterosclerdtica, pero se ha aceptado que es un
trombo que se adhiere sobre una placa preexistente lo que origina el mecanismo de

evolucion del ateroma.

La tercera hipétesis ~la mds recientemente propuesta— es la monoclonal. Esta teoria
propone que las placas aterosclerdticas se desarrollan a partir de una tnica célula
precursora que prolifera en forma neoplésica. El origen unicelular de una placa,

sugiere que la intervencién de alglin agente inductor de la transformacién como un
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virus, un agente quimico o un mecanismo fisico, o bien la presencia de algiin defecto

genético precxistente, sean responsables de la aparicién del ateroma.

Sin embargo, aunque estas teorias difieren entre si, no se excluyen una a la otra; lo
que se ha establecido y demostrado es el hecho de que son lipidos los que
desempeiian el papel importante que podria explicar las lesiones de la intima, que
fraen como consecuencia la trombosis y la proliferacion de la placa. Inclusive los
diversos factores de riesgo que intervienen para la aparicién de aterosclerosis,

incluyende la elevacidn de lipides séricos, la hipertensidn, el

onsumo de cigarrillos

©

y la diabetes, pueden ser cofactores que alteran las células de la intima, modificando

el metabolismo lipidico, los fenémenos trombogénicos o ambos.

Dentro del mismo proceso aterosclerdtico pueden describitse dos lesiones bien
aceptadas, la placa ateromatosa, que es la lesién mas importante y causa principal de
estrechamiento arterial en el adulto; y la estria grasa, la cual se observa en todos los
nifios incluso en el primer afio de vida y es importante porque se cree que es un
posible precursor de la placa ateromatosa. Se ha comprobado que las estrias grasas
son de produccion y distribucién universales y casi todas, especialmente las de la
aorta, desaparecen o persisten inofensivamente. En ciertos lugares, por ejemplo en
arterias coronarias y especialmente en el paciente predispuesto, puede suponerse
que evolucionen hasta llegar a Ia formacién de placas fibrosas, pero este dltimo

hecho no esta plenamente comprobado.
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Factores de riesgo

Los estudios epidemiologicos indican que ciertos factores genéticos o adquiridos
aumentan el riesgo de aterosclerosis. Algunos de estos como edad, sexo, y
predisposicién familiar son inalienables del hombre, pero otros mas son totalmente
evitables.

La edad es un factor muy importante a considerar en el desarrollo de la
aterosclerosis. Las incidencias de mortalidad debidas a aterosclerosis sintomatica
aumentan con la edad hacia los ochenta y cinco afios. Un hecho interesante, a pesar
de que la aterosclerosis es una enfermedad del envejecimiento, parece ser que las
esirias grasas también contribuyen un poco a su desarrolio. Ya se hizo mencion de
que estos depositos de grasa se encuentran en las aorta de todos los nifios al cumphir
su primer afio y comienzan a aparecer en las coronarias a los diez afios, pero no se

consideran los principales responsables del desarrollo de la enfermedad.

En cuanto al sexo, hay notables diferencias en la frecuencia y gravedad de la
aterosclerosis. Los datos de incidencia de mortalidad son, por mucho, mayores en
varones hasta la edad de setenta y cinco a ochenta y cinco afios, cuando se igualan
las incidencias. Por ejemplo, el infarto al miocardio es raro en mujeres
premenopatisicas; se sabe que entre los treinta y cinco a cincuenta y cinco afios, la
mortalidad en varones blancos es més de cinco veces superior que las de mujeres

blancas. Claro que esta incidencia o frecuencia puede variar, ya que aumenta en
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mujeres con antecedentes de gran consumo de tabaco, uso prolongado de

anticonceptivos orales o diabetes.

De los diversos factores de riesgo hay cuatro que se consideran de primera
importancia: 1) Hiperlipidemia, 2) Hipertencién, 3) Consumo de cigarrillos y 4)

Diabetes. Los dos primeros son los responsables principales.

Hiperlipidemia y dieta

Esta plenamente comprobado que la hiperlipidemia se acompafia de una incidencia
aumentada de cardiopatia isquémica prematura. Aunque se ha levantado mucha
polémica acerca de este tema, la mayor parte de los autores estan de acuerdo en que
el nivel de colesterol plasmético, depende en gran parte del ingreso de calorias

totales en forma de colesterol y grasas, es decir, por malos habitos alimenticios.

Hipertensién

Cuanto mayor es la presion arterial, mayor el peligro de aterogénesis. Después de
los cuarenta y cinco afios, las escalas indican que la hipertensién es un factor de

riesgo mayor que la hipercolesterolemia.

Consumeo de cigarrillos

Existe una relacién muy clara entre el consumo de cigarrillos y la susceptibilidad a

la cardiopatia isquémica. En varones que fumen una o mas cajetillas al dia, la
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mortalidad es 70 a 200% mayor, que la de los no fumadores y el riesgo es

particularmente alto en varones jévenes.

Diabetes

La diabetes se acompafia por un incremento de aferosclerosis, comprobado en
autopsias, presentandose una frecuencia doble de infarto al miocardio en diabéticos

en comparacion con no diabéticos.

Otros factores

Estos se han denominado en algunos casos, factores secundarios de riesgo, que
aumentan la gravedad de la aterosclerosis. La actividad fisica, por ejemplo, esta cada
vez mas involucrada. El sedentarismo contribuye al desarrollo de ia aterosclerosis,
en una proporcion tres veces mayor en relacion a personas fisicamente activas. Se ha
comprobado experimentalmente que el ejercicio favorece a buenas condiciones en el
miocardio. La obesidad estd basicamente relacionada con mayor riesgo de muerte
por complicaciones clinicas de aterosclerosis, aunque se cree que la relacién es
mdirecta. Los individuos obesos tienden a presentar mayor hiperlipidemia,
hipertension y diabetes. En cuanto al estrés, todavia hay muchas especulaciones; se
admite, sin embargo, que una persona que vive preocupada y llena de tensiones
emocionales tiene cierta predisposicién a padecer cardiopatia coronaria, aunque los

datos estadisticos no son del todo concluyentes.
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Se piensa que en ¢l proceso de aterosclerosis intervienen otros factores tales como
reacciones inflamatorias, inmunolégicas y otras que ain no se definen. Y es
precisamente dentro de las no definidas, que se ha sefialado la posible participacién
de microorganismos tales como virus y bacterias que con mucha frecuencia se han
encontrado presentes en lesiones aterosclerosas humanas por lo cual, se supone que
el origen de la aterosclerosis tiene alguna relacién con la presencia de endotoxinas
bacterianas, con la formacién de complejos inmunes que pudieran causar daiio
celular o que los estimulos microbiolégicos alteren el metabolismo de los lipidos, lo
cual tiene fundamento seroldgico. Inclusive, un trauma de tipo mecénico o ia
administracién de sustancias toxicas como la homocisteina, pudieran dar como
resultado la formacién de un ateroma. Pero aiin con todo lo anterior, no se ha
determinado qué relacion tiene el mecanismo de formacién de aterosclerosis o su

aceleracion.

Se ha considerado que las endotoxinas estuvieran relacionadas con la activacién de
células endoteliales y por si fuera poco, aumentan la liberacién de radicales
superoxido, los cuales tienen un alto potencial patégeno que causaria un enorme

dafio al endotelio celular, lo cual se ha comprobado in vitro (6,21,25,55,84).

Patogenia de la aterosclerosis

La bisqueda constante de cualquier indicativo acerca de algiin factor de riesgo
previsible, de algin tipo de agente reversible o del conocimiento de cémo progresa
la aterosclerosis, acerca de e¢6mo pudiera controlarse o limitarse, seria una excelente

y muy importante contribucién para terminar con esta enfermedad. Sin embargo, lo
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Unico que se tiene son teorias. Lo que si estd claro es que cualquier concepto de la
patogenia de la aterosclerosis debe explicar el papel de los factores de riesgo, la
naturaleza de las lesiones y su relacién con la intima. La presencia de lipidos en casi
todas las lesiones y los mecanismos de proliferacién del musculo liso, que al parecer
es un proceso tipico y temprano en el desarrollo de la aterosclerosis, tratan de
explicar adecuadamente todos estos hechos, aunque a Ia fecha ninguna teoria lo ha
logrado, figura 2. A continuacién se enunciardn algunas de las teorias planteadas al

respecto (84).

Teoria de la incrustacién. Indica que la lesién se inicia con la formacién de
trombos en las paredes vasculares que posteriormente se incorporan a la intima. La
aterosclerosis se desarrolla en tres etapas. En la primera, se presenta la formacion de
estrias grasas en la intima, principalmente en las dos primeras décadas de la vida. En
la segunda etapa, la conversion de estrias grasas en placas fibrosas, se lleva a cabo
en las dos siguientes décadas y, por ultimo en la tercera etapa, en afios posteriores,
se generan complicaciones locales alrededor de las placas, en las cuales puede haber
hemorragia, reblandecimiento y ulceracion. La aterosclerosis pudiera ser la reaccién

del tejido a los lipidos acumulados(is, 21, 84).

En otra teoria los investigadores consideran que la aterosclerosis es un trastormo del
metabolismo de la pared vascular; que las lesiones primarias se originan en la
intima, aunque se desconocen clales sean las alteraciones iniciales. Otro grupo mas,
opina que las lesiones inician con la presencia de células espumosas que se
depositan en la capa subendotelial de la intima. Se ha dado el témmino de células

espurnosas a aquellos macréfagos que han fagocitado lipidos.

Existe otra teoria que afirma que cuando se forma el ateroma, depésito de tejido

necrosado y degenerativo con lipidos, colesterol y restos celulares se forma un
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absceso, por el cual el paso de nutrientes de la luz del vaso hacia la intima se ve
alterado. Esta placa ateromatosa en muchos casos origina un engrosamiento de la
pared del vaso y deja la luz muy reducida. Si este ateroma se extiende hacia la
superficie, puede abrirse paso a través de la intima vaciando su contenido a la luz del
vaso, produciéndose una tlcera ateromatosa. Comienza entonces a depositarse
calcio alrededor de la lesion ateromatosa, asi como en las zonas engrosadas de la
intima, se producen grandes placas calcificadas y, en ocasiones, se origina un
verdadero tejido 6seo. La ruptura de los canales de la intima, produce hemorragias

localizedes gque pueden empeorar

ARLL

1 procesoc aterosclerStico aumentando la

insuficiencia eirculatoria (1, 5, 17, 21, 25, 54,55).

Sin embargo, existe una teoria que viene a contradecir un poco la anterior. Explica
que el proceso de aterosclerosis (AS) se desarrolla a partir de un mecanismo de
respuesta frente a algin tipo de agresion al endotelio arterial. La agresion puede ser
minima ¢ puede producir una descamacién de las células endoteliales. Las zonas
alteradas o lesionadas, conducen a un aumento de la permeabilidad, permitiendo el
paso de componentes plasmaticos; es asi como plaquetas y monocitos, o ambos, se
adhieren al endotelio o tejido conectivo subendotelial. Los factores liberados por la
plaguetas y monocitos o algiin otro constituyente plasmaético, inducen la migracién
de fibras musculares lisas desde la media hasta el interior de Ia intima con su
subsecuente proliferacion. Conjuntamente se producen grandes cantidades de matriz
de tejido conectivo y se acumulan lipidos. Existen mecanismos que se encargan de
la reparacién del endotelio, sin embargo, una agresion repetida o crénica,
probablemente traerd como consecuencia el desarrollo de una placa ateromatosa.
Factores de riesgo como hipertensién o consumo de tabaco pueden causar lesion

endotelial o ayudar al aumento de la permeabilidad endotehal.
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Figura 2. Posible ruta de formacion de 1a aterosclerosis
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Infarto al miocardio

Ya s¢ ha mencionado, que el infarto al miocardio (IM) es una de las principales
consecuencias de AS grave. Este padecimiento se considera como la destruccién
celular, necrosis o muerte de una region del miocardio, que por un escaso riego
coronario y una importante disminucion de oxigeno, provoca una etapa de isquemia
que se agrava. La transicion de isquemia a infarto puede ser lenta o brusca. Puede no
haberse presentado una isquemia y establecerse un infarto, si es que hubo una
oclusién aguda, debida a un trombo en una arteria coronaria aunque sucede pocas
veces, por lo general, siempre debera haber isquemia. Cuando el tejido se comienza
a destruir y antes de necrosarse, la zona de isquemia se convierte en una zona de
lesion. Esta puede ser reversible, pero si persiste por més tiempo producird

finalmente un infarto(ss).

Aunque suele originarse por una oclusién coronaria aguda, el IM también puede
producirse sin obstruccién mecéinica de una arteria coronaria después de la brusca e
intensa disminucién del vohimen de sangre o del contenido de oxigeno de las

arterias coronarias, por transtornos circulatorios o hematicos(ss).

La incidencia de IM fatal se eleva progresivamente con la edad hasta alcanzar un
maximo entre los cincuenta y cinco y los sesenta y cuatro afios de edad en los
varones y en la octava década de la vida en las mujeres. Aunque el IM puede ocurrir
en personas muy ancianas, los individuos jévenes no estd, exentos, inclusc en la
tercera década de la vida, particularmente en presencia de factores de riesgo

predisponentes a la AS. En la siguiente década (cuarenta y cinco) la incidencia es de
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cuatro veces mas. Un dafo curioso es que excepto en aquellas con algin proceso
aterogénico predisponente, las mujeres estin notablemente protegidas frente al IM
durante su vida reproductora(ss).

Existen diversas variables que contribuyen al riesgo de padecer un IM como el
consumo de tabaco, pero alin son consideradas temas de discusion. A la fecha, no

hay nada concluyente, aunque si teorfas muy sugestivas.

Chlamydia pneumonize y su relacion con las enfermedades

cardiovasculares

Hoy en dia, las enfermedades cardiovasculares son la causa més importante de
muerte en Occidente. Los estudios realizados para la determinacién de factores
predisponentes a las enfermedades coronarias, han demostrado una fuerte asociacion
con factores como el sedentarismo, hipertension, diabetes y/o consumo de tabaco.
No obstante, estudios recientes incluyen el efecto de microorganismos sobre el
sistema cardiovascular. Los dos primeros y fuertes sospechosos fueron Chlamydia
preumonige 'y Citomegalovirus (CMV). Sin embargo el . CMV estd mas
estrechamente implicado en un paciccimiento denominado estenosis vascular
coronaria, que con el infarto al miocardio y AS, dejando como vnica sospechosa

potencial a Chlamydia pneumoniae (20, 42,50,98,106).

Chlamydia pneumoniae, es un microorganismo que muchas veces convive el
organismo humano. Los sintomas mds comunes de su infeccién son el estornudo v la

tos.
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En 1980 en pacientes con enfermedad coronaria se hallaron titulos elevados de
anticuerpos anticlamidia, lo que posiblemente sea el resultado de infecciones
repetidas. En 1986 el Dr. Grayston y sus colaboradores, aislaron una cepa que
producia infecciones agudas del aparato respiratorio. Esta cepa se denominé TWAR,
por sus primeros aislamientos en Taiwén y por que los casos eran respiratorios

agudos. En 1989 se le clasificé como Chlamydia pneumoniae.

Chlamydia pneumoniae puede causar una infeccion relativamente leve en el tracto
respiratorio superior, pero hasta ahora, su forma etiologica méas caracteristica es una
neumonia en el adulto joven. La febricula y la tos persistente son algunos de los
sintornas mas comunes. La neumonia asociada con C. preumoniae se transmite de
persona a persona sin la presencia de un intermediario, hospedero mamifero o
aviario. Los nifios con desnutricién crénica pueden verse afectados de forma muy

severa.

Sin embargo estudios recientes aseguran que esta misma bacteria pudiera estar
intimamente relacionada con enfermedades vasculares como AS e IM. Algunos
experto opinan que es probable que esta misma bacteria, que vive en el aire, penetre
en los pulmones, de ahi pasc a los vasos sanguineos y entonces haga estragos en el

corazon.

Cientificos especializados en aterosclerosis afirman que el proceso comienza, como
se menciond en algunas teorias al respecto, por alteracién del endotelio vascular
lesionado debido a los subproductos del tabaco o lipoproteinas de baja densidad,
desencadenando un proceso inflamatorio que se ve mayormente afectado si las
bacterias se encuentran en la sangre circulante, influyendo desfavorablemente en el

proceso.
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En 1997 el Dr. Chiu y sus colaboradores publicaron in articulo en el que incluyeron
otro tipo de microorganismo como agente causal, el Herpes virus, poco a poco se fue
descartando debido a que es muy poco frecuente. Se le encuentra presente en raras
ocasiones en estas enfermedades.

Otro microorganismo que se agregé a la lista de sospechosos implicados en estas
lesiones fue Helicobacter pylori, pero fue el mismo Dr. Chiu, quien tras examinar
cuidadosamente varias muestras, determiné que éste no se encontraba en arterias

aterosclerdticas,

El Dr. Grayston en Estados Unidos ha encontrado ADN y proteinas de Chlamydia
preumoniae en muestras de ateromas provenientes de pacientes que presentan
enfermedad cardiocoronaria; esto se observé en el 60 % de las arterias enfermas y en
ninguna de las arterias sanas.. Investigadores de Finlandia, Japén, Inglaterra e Italia
confirman estos hallazgos. Muchos de ellos se fundamentan en evidencias
seroldgicas. Se han encontrado una y otra vez titulos elevados de Ig G ¢ Ig A en

pacientes {masculinos principalmente) que padecen de AS e IM.

Sin embargo, otro investigador, el Dr. Hammerschlag en Nueva York, no logré el
cultivo de  C. preumoniae en ateromas, pero esto no significa en lo absoluto que el
microorganismo se pucda descartar como participante. Muchos cientificos se han
dado a la ardua tarea de resolver la incdgnita que hay defras de este parssito
intracelular obligado, que si bien su naturaleza hace ain mas dificil su aislamiento,
su estudio tampoco permite resolver dudas al encontrarse, inclusive, en estudios

postmortem del corazon.
Dado que no hay nada claro acerca del verdadero papel que juega C. preumoniae

en la enfermedad cardiocoronaria, se han planteado algunas hipétesis. La teoria mas

aceptada hasta ahora, sobre la capacidad aterogénica de  C. preumoniae es la
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planteada por el Dr. Saikku. El microorganismo infecta y destruye macréfagos
pulmonares, liberando cuerpos elementales, lipopolisacaridos y sustancias oxidantes.
Asevera que la misma infeccion, por otra parte, incluye la liberacién de citocinas y
Factor de necrosis tumoral (FNT), los cuales disminuyen la accién hidrolitica de la
Lipasa lipoprotéica (lipoprotein lipasa) originando un aumento de las lipoproteinas de
muy baja densidad que son ricas en triglicéridos y antecesoras de las lipoproteinas
aterogénicas de baja densidad. Si el nivel de triglicéridos aumenta, se tendrd una
baja en el nivel de lipoproteinas de alta densidad, que son las protectoras. Los
lipopolisacérido del microorganismo reaccionan con las lipoproteinas de baja
densidad aumentando la afinidad del microorganismo por los complejos inmunes, a
la vez que estimulas la accién de sus propios receptores que reconocen lipoproteinas
de baja densidad que ya han sido previamente oxidadas y son fagocitadas por el
macrofago, que al cargarse de lipidos se convierten en células espumosas, las cuales
son la base estructural de las lesiones preaterosclerosas que también se conocen con

¢l nombre de estrias grasas.

Las células espumosas tienden a regresar a la corriente sanguinea para eliminar la
capa de material lipidico y para ello estin dotadas de una serie de armas bioquimicas
histoliticas (lipasas y colagenasas) que alteran la integridad del endotelio y facilitan
la entrada a nuevos macréfagos. Promueven ademas, la agregacién plaquetaria v la
formacion de agentes mitdgenos responsables de la disfuncién de la coldgena que es

la base del proceso escleroso de la aterosclerosis.

Por ofro lado se ha planteado que a partir de una infeccién crémica con C.
prneumoniae pudiera derivarse una enfermedad cardiocoronaria. Esto es porque se ha
visto que C. preumoniae se multiplica en los macréfagos alveolares v en ias céluias
endoteliales. La clamidia, durante una infeccién crénica del pulmén puede tener

facil acceso al torrente sanguineo asi como también sus lipopolisacaridos (LPS). Al
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parecer, estos polisacéridos tienen clevados efectos sobre la perrneabilidad vascular
y sobre el mecanismo de la coagulacién. Una vez que se encuentra en sangre tal vez
origina la formacién de complejos inmunes con anticuerpos ya existentes. Este
complejo formado por Ac- LPS clamidial se deposita sobre la pared del vaso
sanguineo provocando el inicio del proceso aterosclerdtico. La presencia de este
vaso genera una inflamacién local y problemas plaquetarios. Se cree que la unién
LPS clamidial - lipoproteina de baja densidad (LDL), pudiera modificar a la
lipoproteina haciéndola inmunogénica o téxica para las células endoteliales. Se ha
observado que, modificada o unida a un anticuerpo, puede dar origen a una célula
espumosa in. vitro, por tanto, se ha considerado a este tipo de células —como se
menciond anteriormente— precursoras en el proceso de aterosclerosis. Por su parte,
parece ser que et lipopolisacarido de clamidia induce de manera importante y muy
potente la presencia de la interleucina 2 y del FNT. Si la sintesis de FNT continta,
inhibird la accién de la lipoprotein-lipasa, provocando una alteracién en el
metabolismo de los lipidos y, por consiguiente, se obtendra una acumulacién de

triglicéridos en el torrente sanguineo.

Aunque todavia no se cuenta con més datos, se sugiere que si el proceso anterior no
cesa, es decir, se contintia la produccién de FNT, podria generarse una infeccién de
tipo crénico con C preumoniae y se originaria, de forma inevitable, una enfermedad

de las arterias coronarias.

Chiamydia es bien conocida por su capacidad para causar infeccidn crémica con
secuelas cardiacas muy severas atn tiempo después de su ingreso al organismo. Se
ha comentado que, inclusive, pueden ser varios afios. La aterosclerosis avanzada

bien pudiera ser el producto de una infeccion cronica por Chlamydia, se calcula que
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aproximadamente de unos treinta a sesenta afios atras. Existe la posibilidad de que

C. pneumoniae puede desencadenar una inflamacidn crénica en la AS.

Se ha demostradoc que en conejos blancos de la cepa Nueva Zelanda, C.
pneumonige es capaz de infectar la pared de los vasos sanguineos, hecho que

probablemente dé como resultado lesiones ateromatosas.

Los estudios serolégicos apoyen ampliamente la asociacion entre  C. preumoniae y
la enfermedad cardiocoronaria. La presencia y prevalencia de titulos elevados y
persistentes de Ig G, Ig A y anticuerpos antiChlamydia preumoniae se incrementan
con la edad. Se ha visto que, de acuerdo a los valores de anticuerpos reportados, toda
persona ha tenido o tendrd contacto con C. preumoniae al menos una vez en su

vida.

La persistencia de anticuerpos Ig A e Ig G, indican que una infeccidn crdnica se
asocia con un alto riesgo de desarrollar AS. A partir de un gran nimero de estudios
realizados acerca de la presencia de Chlamydia preumoniae en ¢l corazdn, la
posibilidad de padecer una enfermedad coronaria es dos veces mayor en aquellos
pacientes en quienes no se encuentran estos anticuerpos. Gracias a esto, hoy en dia
se elaboran estudios y planes de trabajo que confirman la verdadera relacion entre

anticuerpos antiChlamydia prneumoniae y manifestaciones de AS.

Otra posibilidad es la del papel que pudieran desempefiar las citocinas y los
mediadores celulares de los que se hizo referencia anteriormente. Tal vez estos
mediadores celulares de la respuesta de fase aguda estén involucrados directamente
en la patogénesis de la AS via inflamacién de la pared arterial que tanto se ha

mencionado en este padecimiento.
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Comentarios finales

A pesar de los enormes esfuerzos realizados para conocer el verdadero papel de este
polémico microorganismo, no se tiene ain respuesta clara. No existen bases
indudables que den la seguridad para definir el origen de la AS y del IM debidos a la
controversial presencia de C. pneumoniae. Pistas hay muchas, pero parece ser que
entre mas datos o evidencias surgen, las dudas se incrementan el doble. Por lo tanto,
siguen en pie tres posibles hipdtesis acerca de'la posicion de  C. prnewmoniae en

todo este suceso:

Chiamydia pneumoniae es un microorganismo que dnicamente pasa por el lugar
lesionado con un ateroma.

Chlamydia pneumoniae, si bien es un microorganismo patégeno para el hombre,
actia aqui como patdgeno secundario del ateroma.

Chlamydia pneumoniae es en realidad el agente causal de la AS.

Posiblemente surgiran aiin mas evidencias a favor o en contta de Chlamydia
preumoniae. Bvidencias que pudieran incluso, negar participacién alguna en este
caos cardiocoronario. Sin embargo, muchos investigadores desean, de alguna
manera, que efectivamente tenga que ver algo en estos padecimientos, debido a que
podrian ser tratados con la ayuda de antibiéticos. Podrian prevenirse, y de ser
posible, generarian la creacién de programas para su control, evitando la elevada

incidencia de AS e IM ante la poblacién mundial.



Digndstico de laboratorio

HI Diagnéstico de laboratorio

Asi como en otros padecimientos infecciosos, la utilidad de cualquier procedimiento
diagnostico para la deteccién de clamidias depende de la recoleccién apropiada de

muestras (22,42).

Dado que Chlamydia preumoniae es bien conocido como un agente etiolégico de
numerosas enfermedades del tracto respiratorio superior, tales como neumonia,
bronquitis, sinusitis y faringitis, entre otras, y se piensa que del pulmén migra al 4rea
cardiovascular, algunas muestras se recolectan del tracto respiratorio superior como
el esputo, secreciones y lavado broncoalveolar. En ef caso de sitios cardiovasculares,
la mayoria de las muestras empleadas para el diagnostico son sueros de pacientes
sanos (que se utilizan como control), sueros de pacientes con alguna enfermedad
cardiocoronaria y pacientes a quienes se les ha diagnosticado endocarditis clamidial;
otras mis, son muestras de tejido ateromatoso o de pacientes que han sufrido de
ataque al miocardio. Por ultimo, cabe mencionar que también muchas de las
muestras utilizadas para la investigacién se obtienen de autopsias de pacientes que
perecicron de infarto al miocardio o de alguna otra enfermedad cardiocoronaria

(8,9,15,24,42,54,57,60,61,71,104).

Muchos son los factores que contribuyen a la dificultad del diagnéstico de
Chlamydia pneumoniae. Uno de los mas importantes es que se desconoce el mejor
sitio para la toma de ruestras. Su sitio anatémico de colonizacién aim no estd
totalmente definido, asi que la toma de la muestra se lleva a cabo de diferentes zonas

anatomicas {9).
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Una vez que las muestras han sido recolectadas, se someten a diferentes tratamientos
segun las diversas metodologia. El diagnéstico de laboratorio de las infecciones de
Chlamydia puede lograrse de las siguientes formas: 1) el examen directo a muestras
clinicas. Se lleva a cabo con la finalidad de enconmirar inclusiones clamidiales,
antigenos y 4cidos nucléicos; 2) por aislamiento del microorganismo; 3) mediante la

deteccion de anticuerpos especificos contra clamidias (22,42,61,75 ).

Por ejemplo, las muestras tomadas de autopsias se analizan por inmunocitoquimica,
PCR y microscopia electrénica, otras mds, se someten a inmunofluorescencia o a

microinmunofluorescencia { 8,9,10,42,60 ).

Debido a la dificultad de su cultivo, el diagnéstico de las clamidias no puede llevarse
a cabo mediante los métodos tradicionales de cajas con agar, sin embargo, se
emplean técnicas muy novedosas de biclogia molecular como la de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y, que de no ser por técnicas como ésta, hace algunos

afios no podria haberse logrado un estudic mas detallado ( 8,2,10,22,24,71,75 ).

Para dicho diagnostico de las infecciones por clamidias, se utilizan también la
prueba de fijacién del complemento (FC) v la técnica de microinmunofluorescencia,
La prueba de FC utiliza un antigeno especifico de género (un lipopolisacarido LPS )
v es aplicable para el diagnéstico de infe}ccioncs causadas por Chlamydia

pnewmoniae, C. psittaci, y para las cepas LGV de Chlamydia trachomatis { 42).

El diagnéstico de Chlamydia pneumoniae se basa mas que todo en técnicas
serolégicas. Dos pruebas que se han utilizado ampliamente para la deteccion de
Chlamydia pneumoniae son la micronmunofluorescencia (MIC) y la fijacién del

complemento; mencionadas en el parrafo anterior. Siendo que la MIF es especifica
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para mientras que FC nos sirve para la deteccion de todas las Chlamydia
preumoniae especies del género Chlamydia, pero 2 menudo resulta negativo en caso
de reinfeccidn o reactivacién de una infeccidn latente. Se han descrito, ademas
prucbas con anticuerpos fluorescentes (FA) que usan anticuerpos monoclonales
especificos para Chiamydia pneumoniae, pero la MIF sigue siendo, por mucho, la

prueba mas sensible ( 9,15,45 ).

La prueba del MIF, es considerada ampliamente como una técnica de eleccion.
Utiliza cuerpos elementales o cuerpos reticulados como antigenos. Aunque esta
técnica es un poco tardada, es sensible v especifica de especie y permite diferenciar

IgM de [gG (15).

Sin embargo, debe tenerse mucho cuidado con la interpretacién de los resultados
serologicos, ya que siempre se corre el riesgo de presentarse algin tipo de reaccion
cruzada con otro microorganismo, sin olvidar que incluso puede suceder entre

especies del mismo género { 61 ).

Se ha visto que en pacientes con endocarditis se presenta reaccién cruzada entre
Bartonella quintana y especies de género Chlamydia. La adsorcién de un suero con
antigenos de Bartonella quintana y antigenos de Chlamydia prneumoniae remueven
los anticuerpos anticlamidia, mientras que la adsorcion con los antigenos de
Chlamydia pneumoniae no cambia los titulos de Bartonella quintana. Bartonella
guintana es ¢l agente de la linfoadenopatia coronaria de desdrdenes neurologicos y
como los anticuerpos monoclonales de Chlamydia pneumonide reaccionan con
antigenos de Barfonella, es comin que se diagnostique endocarditis debido a
Chlamydia preumoniae siendo que la verdadera causante pudiera ser Bartonella

quintana. No obstante, ahora esta reaccion cruzada esta bien definida. B. quintana
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presenta ademas, otra reaccidn cruzada con Coxiella burnetii, agente causal de la

endocarditis de la fiebre Q ( 61 ).

Otra técnica de diagndstico frecuentemente empleada es la de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), 1a cual es una buena alternativa para agentes etioldgicos de
dificil deteccion, aislamiento o cultivo. La PCR se utiliza para facilitar Ia deteccién
aplicando cantidades minimas de ADN viral o bacteriano en muestras clinicas y con
frecuencia permite identificar estos microorganismos con mayor rapidez que las

técnicas convencionales de cultivo ( 9,15,24,60,96 ).

La técnica de PCR para Chlamydia preumoniae puede detectar 10-16 de ADN,
aproximadamente o que equivale a un cuerpo elemental clamidial. Se ha utilizado
exitosamente en la deteccidn sensible y especifica de Chiamydia pneunoniae Las
muestras que se han empleado han sido sueros de pacientes con AMI y

enfermedades cardiocoronaria (15,24,71).

Basicamente, lo que se logra con la técnica de PCR es amplificar secuencias de
genes que codifican para las proteinas de la membrana externa, ompl y omp2 v que

se encuentran en muchas de las cepas de Chlamydia Preumoniae ( 8,10,71,104 ).

El cultivo celular es otra técnica utilizada para el diagnéstico de Chlamydia
preumoniae Este proceso de cultivo es muy tardado y requiere de gran cantidad de
materiales, equipo e instalaciones especiales que en un laboratorio convencional o de
rutina, no posee. No se hacen cultivos de rutina, sin embargo, si se tienen dos lineas
celulares preferidas, las células HEP-2 vy las McCOY (fibroblastos de ratdn).
Posteriormente se realiza una inmunofluorescencia utilizando anticuerpos

monoclonales para la deteccidn de inclusiones clamidiales ( 8,15,24 ).
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Como ya se menciond, se han descrito pruebas de anticuerpos fluorescentes (FA),
pero la técnica mas sensible para la identificacion de cuerpos de inclusion, después

de un activo celular primario, es la inmunofluorescencia { 42 ).

Obtencion de células clamidiales

Los cuerpos elementales de Chlamydia pneumoniae se purifican mediante la
remocion de LPS de género, debido a que los anticuerpos contra dicho LPS son los
primeros en aparecer en el curso de la infeccion primaria aguda, debida a Chlamydia
preumoniae asi que son muy importantes en un estudio serolégico de Chlamydia. En
algunas pruebas de tipo serologico, los cuerpos clementales son los que se utilizan

como anticuerpos ( 8,60 ).

En general, la evaluacidén seroldgica sigue siendo la principal herramienta de
diagndstico. No obstante, en algunas ocasiones es necesario realizar téenicas de
confirmacion como Western blot que pueden identificar plenamente al agente
etiologico (61 ).

Igualmente, otra técnica que se ha empleado para el diagnéstico de Chlamydia
Preumoniae es el Inmunoblot. Aparte de la confirmacion de la presencia de agentes
infecciosos, se han utilizado basicamente para secuenciar y diferenciar cepas de

Chlamydia pneumoniae para su posterior uso de easayos inrunolégicos { 104 ).
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Téenicas de biologia molecular

Reaccion en cadena de la polimerasa ( PCR ).

En los dltimos 5 afios estd técnica ha venido ha enriquecer el diagnéstico molecular
de mmuchas enfermedades infecciosas en los laboratorios. Asi, los nuevos métodos
aprovechan las ventajas de las propiedades quimicas de los acidos nucléicos, asi

como de enzimas muy especializadas que pueden reparar y replicar ADN in vitro.

El método de PCR se ha empleado exitosamente para la deteccién de ADN de
especies de Chlamydia en nuestras clinicas. Mediante el uso de primers que
reconocen determinadas secuencias de los genes de la proteina mayor de la
membrana externa de la Chlamydia o de la proteina rica en cisteina 60 K Da, la PCR
se usa para la diferenciacion de Chiamydia spp. De este modo, la amplificacién de
secuencias del ADN de Chlamydia preumoniae por PCR se ha podido llevar a cabo
sin dificultad (9).

Comenzando con una muestra de ADN de un numero pequefio de células, la CR se
puede usar para sintetizar copias multiples de un gen o un segmento de gen en
particular. Sin embargo, hay que mencionar que dicha técnica, por si misma, no es

un método diagndstico { 71,96 ).

Para muestra clinica, el proceso general asociado a la deteccién del agente casual

con base en el reconocimiento de su ADN, consta de tres pasos basicos:
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1.-Procesamiento de 1a muestra
2.-Amplificacién del ADN por PCR
3.-Identificacién del ADN amplificado

La exactitud y precisién del diagnéstico molecular, se fundamenta en dos factores
3
generales: La consistencia de la secuencia nucleotidica en los segmentos “blanco” de

ADNy la posibilidad de establecer en forma rapida y confiable la procedencia de los

acidos nuciéicos.

La PCR es una técnica relativamente facil de elaborar. Requiere solamente un tubo
de reaccién, unos pocos reactivos y un aparato automatizado de ciclos térmicos
donde se efectua la reaccién mediante distintas temperaturas. E1 ADN que se¢ desea

copiar puede encontrarse puro o puede constituir una pequefia porcién de una mezcla

de materiales bioldgicos (104).

Una vez que se¢ ha llevado a cabo la amplificacién del ADN “blanco”, su
identificacion se puede establecer mediante diferentes métodos que comprenden
desde una electroforesis en gel de agarosa, hasta ensayos Inmunogenéticos que
involucran el empleo de marcadores. No obstante, la técnica mayormente empleada

para la confirmacion de productos amplificado es el Western blot {104).

La amplificacién de ADN por la PCR se basa en una reaccién enzimética realizada
por la enzima conocida como ADN polimerasa. Cada molécula de ADN de un hebra
tiene dos extremos llamados 5° y 3’ cuyas propiedades quimicas v biologicas
difieren. En el ADN de doble hebra o tira éstas son antiparalelas, es decir, sus
extremos 3° y 5’ mantienen orientacioén opuesta entre si. La enzima polimerasa

alarga estas tiras durante Ja replicacién del ADN y sélo puede efectuarse lo anterior
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al agregar nuevas bases de nucledtidos en el extremo 37 de una tira preexistente, que

actia como cebador o iniciador (75,95).

» La amplificacién del ADN se logra mediante ciclos repetitivos de PCR, cada uno
de los cuales presenta tres etapas a diferentes temperaturas:

» Desnaturalizacion del ADN molde (entre 94° y 96°C).

> Aislamiento de los iniciadores al molde (entre 42° y 60°C)

» Elongacion de los iniciadores por la ADN polimerasa (entre 60° y 72°C)

Cada una de las etapas anteriores tiene una duracion de apenas unos minutos, por
ello es muy importante que el laboratorio cuente con un termociclador que permita

programar tiempos y temperaturas durante todo el proceso.

La reaccidn de amplificacion contempla la participacidén de los iniciadores (primers
o cebadores), que se hibridan (uniéndose por complementariedad de bases) a cadenas
opuestas del segmento “blanco”; cada iniciador se orienta de forma tal que la
elongacion se lleva a cabo & partir de su extremo 3’-OH, a través de la zona
delimitada entre ambos iniciadores y hasta la region homologa al otro iniciador.
Como cada producto de la amplificacion incluye la secuencia complementaria a la
del otro iniciador, pricticamente todos los productos de cada reaccion sirven de

molde para el siguiente ciclo de la PCR (24,71,75,96,104).

En la primera etapa del ciclo se provoca la desnaturalizacién del ADN molde, entre
94° v 56°C. En la segunda eiapa, la mezcla de reaccidn se somete a la temperatura
Optima de alineamiento entre el iniciador y su molde (de 42° a 60°C). En la tercera,

la temperatura se modifica a 72°C, que es ligeramente inferior a Ia Optima de una
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ADN polimerasa termoestable. De esta manera, los iniciadores se elongaran hasta
producir nuevas hebras de ADN, incorporando nucleétidos trifosfato (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) que corresponden por complementariedad, mediante la participacién

de la enzima (9,71,104).

La hibridacién inespecifica de los iniciadores, puede inducir a la acumulacidn de
productos inespecificos o a la ausencia de amplificacién. Cabe sefialar que la
reaccién concluye cuando la cantidad de enzima se reduce hasta niveles insuficientes
(por la inactivacién), pero también existe el hecho de que la efectividad del
alineamiento de los iniciadores va disminuyendo paulatinamente (al irse
disminuyendo su concentracién ¢ incrementando en forma exponencial el niimero de

secuencias “blanco™) (9,71,96,104).

Para la identificacién del ADN amplificado, una vez incluida la técnica de la PCR, el
siguiente paso consistird en seleccionar un método adecuado para dicha deteccion,
dado que los mas comunes varian significativamente en cuanto a sensibilidad,

dificuitad, confiabilidad y costo.

Los productos de la PCR se pueden analizar por electroforesis en un gel de agarosa

con bromuro de etidio; el corrimiento de las muestras se observa a través de U.V.

De acuerdo a los resultados obtenidos y objetivos de cada proyecto, los
investigadores han recurrido a la modificacién de 1 as técnicas. En este sentido, la
técnica de la PCR tiene una modificacion, la RT-PCR, que es la transcriptasa reversa
en la reaccién en cadena de la polimerasa. Del ARN, mas la enzima transcriptasa
reversa, se obtiene cADN (ADN complementario) verificandose esta reaccion si

existe o no transcripcidn (45).
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Otra modificacidn, es la de PCR-EIA, inmunoensayo enzimatico en la reaccién en
cadena de la polimerasa, que ha resultado ser una muy buena herramienta para el

analisis de los fragmentos de ADN amplificados (24).

En casos como los anteriores, cada investigador modifica las técnicas de acuerdo a
sus necesidades particulares; en algunas ocasiones sélo modifican temperaturas o
tiempos, todo esto con la tnica finalidad de obtener la mejor amplificacién de ADN

para cada muestra (9).

Como el producto primario de la PCR es una molécula doble de ADN lineal, de
longitud y secuencia definida, ¢! método de deteccion ideal debe permitir una

determinacion precisa del tamafio y de la pureza del producto amplificado.

De este modo, existen técnicas que van desde el uso de geles de poliacrilamida hasta

aquellos en los que se obtiene la secuencia del ADN.

Una técnica a la que se recurre con frecuencia es la electroforesis en geles de agarosa
o poliacrilamida. La técnica denominada Western blot es un método de transferencia
en membranas de nylon o nitrocelulosa que se emplea mucha para la confirmacién
de los resultados obtenidos mediante la PCR. Existen otras técnicas como las de

inmunofluorescencia y fijacién del complemento que se explicaron en breve.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida o agarosa.

El cortimiento electroforético de los productos de la PCR, representa el método mas
frecuentemente empleado en los laboratorios, ya que aporta resultados confiables

con una sensibilidad de 1.0 a 5.0 ng de ADN.

El procesamiento simultineo de marcadores de peso molecular y de controles
positivos provenientes de microorganismos caracterizados con anterioridad, permite
realizar comparaciones correspondientes y, por lo tanto, establecer la procedencia

del ADN amplificado por la PCR.

Evidentemente el uso de geles de agarosa a los que se han incorporado un tinte
fluorescente como bromuro de etidio, el cual se intercala entre las bases apiladas del
ADN facilita las lecturas con solo exponer las placas correspondientes a la luz U:V:
Las terminales de la fuente de poder deben concentrarse de tal manera que et ADN
emigre hacia el dnodo, una vez concluido el corrimiento, el sistema se puede
fotografiar, colocéndolo en un transiluminador U:V:, utilizando filtros rojo o naranja

y pelicula en blanco y negro.

Western blot (Inmunotransferencia sobre membranas).

En este método, las mezclas complejas se separar en geles de separacion analitica y
luego, las moléculas se transfieren a membranas de nylon o de nitrocelulosa para la
identificacién de los antigenos individuales mediante sueros especificos. Con el

empleo de geles de SDS (dodecil sulfato de Sodio) o de un gel de enfoque
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isoeléctrico en la separacién inicial, es posible obtener datos sobre el tamafio, el

punto isocléctrico y las reacciones moleculares de los antigenos investigados.

El fandamento del Western blot consiste en que las muestras del antigeno se separan
en un gel analitico, por ejemplo en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio.
Las moléculas se transfieren electroforéticamente a una membrana de nitrocelulosa.
La membrana se trata secuencialmente con anticuerpos frente al antigeno especifico,
se lava y luego se fija con un conjugado radiomarcado para detectar anticuerpos. El
principio en que se basa es similar al del radio-inmunoensayo. Después de un nuevo
lavado, la membrana se pone en contacto con una placa radiografica; se revela la
autorradiografia unido al anticuerpo. La técnica puede modificarse con un conjugado
unido a enzimas y el material fijado puede detectarse mediante el tratamiento con un
cromogeno, que deposita un reactivo soluble directamente sobre la membrana

secante.

Fijacidn del complemento.

La fijacion de complemento se presenta durante la interaccién del antigeno y los
anticuerpos. De esta manera la prueba se basa en que el consumo del complemento
in vitro se puede usar para medir y detectar anticuerpos, antigenos o ambos. La
prueba depende de un sistema de reaccidn en dos etapas. En la etapa inicial, antigeno
y anticuerpo reaccionan en presencia de una cantidad conocida de complemento y
éste se consume. En la segunda etapa, se mide la actividad hemolitica del
complemento fijado y, de esta manera, la cantidad de antigeno o anticuerpo presente

en la mezcla inicial.
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Los resultado se expresan como la mayor dilucién sérica que muestra fijacion para la
estimacion del anticuerpo, o la concentracién de antigenos que es limitante para las

determinaciones de éste.

En los casos, en os que se emplea esta técnica para la deteccion de anticuerpos, se
realizan, como primer paso, diluciones dobles de suero problema y se afiade una
cantidad fija de antigenos a cada pocillo de la placa o en cada tubo. Si hay
anticuerpos en el suero problema, se formardn complejos inmunes. Después se
afiade ‘complemento a la muestra. Si hay completos, éstos fijaran el complemento y
lo consumiran. En el paso final se afiade a la mezcla células indicadoras (eritrocitos)
junto con una cantidad subaglutinante de anticuerpo (EA, anticuerpo antieritrocito).
Si quedan restos de complemento, las células serin lisadas; si el complemento fue
consumido por los complejos inmunes, no quedard el suficiente para lisar los
eritrocitos. Se emplea una cantidad de complemento justo la suficiente para lisar las

células indicadoras si no ha side consumido por los complejos.

La prucba suele realizarse en placas de plastico, empleando cantidades constante de
apnticuerpos y ftitulaciones del antigeno, es posible aplicar este técnica a la

determinacién de los antigenos.
Algunos antigenos pueden tener también actividad anticomplemento. Asi pues, los

controles deben incluir anticuerpo solo y antigeno solo para comprobar que ninguno

de ellos fija por si mismo el complemento.
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Inmunofluorescencia

Dado que los colorantes fluorescentes tales como la fluoresceina y la rodamina se
acoplan o conjugan a los anmticuerpos sin destruir su especificidad, pueden
combinarse los conjugados con antigeno presente en un corte de tejido y visualizarse
a fravés del microscopio de luz fluorescente. De este modo, se demuestra la
distribucién del anticuerpo en el tejido y dentro de las células. Desde otro punto de
vista, también puede utilizarse el método para detectar anticuerpos en un corte
determinado de tejido o preparado celular.

La inmunofluorescencia se puede aplicar como una técnica histoquimica o

citoquimica para la deteccién y localizacién de antigenos en células o tejidos.

El anticuerpo especifico se conjuga con compuestos fluorescentes, sin alterar su
reactividad inmunitaria, dando como resultado un excelente indicar para antigenos
presentes en tejido. El anticuerpo conjugado se afiade a las células o tejidos y se fija
a los antigenos, formandose de este modo un complejo inmunitario estable. El
anticuerpo no fijado se elimina por lavado, y la preparacion resultante se observa en

un microscopio de fluorescencia.

El microscopio de fluorescencia que es una adaptacién de un microscopio regular
contiene una fuente de luz de alta intensidad, filtros de excitacién para originar una
longitud de onda que pueda activar la fluorescencia y filtros de barrera para eliminar

longitudes de onda de luz que pueda interferir.

Cuando se observa en el microscopio de fluorescencia contra un fondo oscuro, los
antigenos unidos especificamente a anticuerpos fluorescentes se pueden detectar por

su color brllante.
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La fluorescencia, es la emision de luz de un color, es decir, una longitud de onda,

mientras que la sustancia se radia con luz de un color diferente.

Los fluorocromos como la rodamina o fluoresceina utilizados en los laboratorios
clinicos, tienen espectros caracteristicos de emision y absorcién. El isotiocianato de
fluoresceina (FITC) es un tipo quimico de fluoresceina que se une covalentemente
con rapidez a las proteinas en un pH alto, en principio a través del aminoécido lisina
¥ grupos aminoterminales. Su absorcién méxima es de 490 a 495 nm y emite un
color verde caracteristico a 517 nm. El isotiocianato de tetrametil rodamina, que
emite en rojo, tiene un maximo de absorcién a 550 nm y una emisién maxima a 580

nm (para conjugado de rodamina y proteina).

60



Tratamiento

IV Tratamiento

Debido a la naturaleza intracelular de Chlamydia pneumoniae se han requerido
tratamientos "antimicrobianos largos para la eliminacion de la bacteria que se

encuentra en los macréfagos y células endoteliales de las arterias afectadas.

Hoy en dia, numerosos investigadores se han dado a la tarea de hacer pruebas con
medicamentos tales como la tetraciclina, eritromicina, ofloxacina, ciprofloxacina,

azitromicina, clindamicina y doxiciclina (66, 74, 84).

En un estudio realizado por investigadores del Hospital St. George en Inglaterra se
trataron, con azitromicina, 46 pacientes que habian sufrido de atague al corazdn. Seis
meses después se observd un decremento considerable en el dafio inflamatorio,

aunque nunca se llegd a una conclusién definitiva (74),

Desafortunadamente, la mayoria de los tratamientos convencionales utilizados contra
Chlamydia pneumeniae fallan, causando una elevada incidencia de enfermedad

cardiocoronaria y en muchos casos, mortalidad.

Desde que Chlamydia pneumonice ha demostrado sensibilidad a diversos
antibidticos, constantemente s¢ Hlevan a cabo estudios para tratar de eliminarfa de las
lesiones aterosclerdticas, Si bien es cierto que Chlamydia pneumoniae es un
patogeno intracelular obligado con un cuerpo elemental infeccioso extracelular yun
cuerpo reticular intracelular‘ no infecciosos, es importante mencionar que los

resultados deben estar correlacionados a la fase de crecimiento de la bacteria ¥,
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entonces el término de concentracién terapeitica serd, por mucho, mas dificil de

establecer que para una bacteria extracelular (72, 74, 84).

Uno de tantos esquemas de tratamientos que se han elaborado contra las infecciones
por Chlamydia pneumonige han comprendido el uso de tetraciclina y eritromicina.
Sin embargo, nuevas quinolonas (fluoroquinolonas) y macrdlidos han presentado

muy buena accién in vitro contra las infecciones clamidiales (66, 72,74, 84).

Estudios realizados acerca de la susceptibilidad de Chlamydia preumoniae a un
antibidtico, midiendo su MIC (concentracién minima inhibitoria) y su MBC
(concentracién bactericida minima), arrojan datos que reflejan el posible éxito de

estos antibidticos aplicados a los humanos (74).

De entre los estudios realizados para probar susceptibilidad, destaca €l uso de
diferentes condiciones de trabajo. Se ha probado con cepas recién incubadas y cepas

preincubadas.

Cuando se ocupan diferentes tiempos de preincubacion, las concentraciones del
antibidtico (doxiciclina) se mantienen alrededor de 16 mg/ml. Se ha observado que

con 32 mg/ml de azitromicina las células hospedadoras mueren.

Cuando se trabaja con células preincubadas a diferentes tiempos, de hasta una hora y
se adiciona el antibidtico (azitromicina y doxiciclina) se han logrado valores de MIC
y MBC més altos que en las células las que se les agrega el antibidtico desde el

inicio de la incubacion.
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También se ha visto que el valor de la MIC baja cuando las células se exponen al
antibiético durante un tiempo prolongado, lo que hace notar la importancia de
agregar unicamente la cantidad suficiente de antibidtico durante el ciclo completo de
crecimiento de Chlamydia pneumoniae, minimo de 72 horas, para lograr mejores

resultados (74).

Aunque mediante microscopia electrénica se observa el antibidtico en las células,
habra que hacer, todavia otros estudios para evaluar la importancia de los
componentes clamidiales residuales contenidos en los cultivos celulares después del
tratamiento con el antibi6tico. Estudios recientemente realizados por Gnarpe et al.,
mostraron que Chlamydia pneumonice puede quedar viable ain después del
tratamiento con altas concentraciones del antibidtico indicando que, lo que pudieran
ser restos de Chlamydia pneumoniae son , en realidad, células de Chlamydia

pneumoniae viables (74).

Por otro lado, la eficacia de la eritromicina, un macrélido recientemente aprobado
por FDA (Administracién de alimentos y medicamentos), ha sido comprobada por
Chlamydia pneumoniae, aunque su efectividad in vivo no es siempre la misma. Al
respecto se hizo un estudio comparativo con la eritromicina, observandose que la
actividad de la diritromicina in vitro es 32 veces menor que la actividad de la

eritromicina (84).

Recurriendo una vez més a técnicas moleculares como la PCR con la que se
detectaron y determinaron propiedades antigénicas de Chlamydia preumoniae, se ha
podido tener una idea mas amplia de la susceptibilidad que presenta esta bacteria a
determinados antibidticos. Se encontr6 entonces que la doxiciclina y la tetraciclina

son los agentes maés activos seguidos por la eritromicina y la ciprofloxacina.
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Los aistamientos de Chlamydia pneumoniae son scpsibles a la eritromicina y a la
tetraciclina, aunque los resultados clinicos del tratamiento con estos agentes no han
sido completamente evaluados. La eritromicina se evalué junto con la claritromicina
y resultaron equivalentes para erradicar a Chlamydia pneumoniae pero sélo del

tracto respiratorio de nifios (42, 87).

La actividad contra Chlamydia preumoniae. Es similar, por otro lado, a la que se ha
reportado para C. Trachomatis. Por ejemplo, particularmente la azitromicina, se ha
reconocido ampliamente para el tratamiento efectivo de una infeccién por esta
tltima. Se ha visto, en general, que este antibi6tico no actiia directamente sobre ¢l
cuerpo elemental, sino que répidamente inhibe la sintesis de proteinas del cuerpo
reticular. Tanto Ia azitromicina como la claritromicina presentan una excelente
penetracién intracelular, especialmente en el epitelio bronquial y en los macrofagos

alveolares. Ambos son muy activos contra Chlamydia preumoniae in vitro (15, 87).

Inclusive se han hecho estudios que demuestran que los esteroides incrementan el
crecimiento de C. frachomatis in vitro. Para Chlamydia pneumoniae se han
empleado lineas celulares Hep-2 con la finalidad de observar el efecto del succinato
de hidrocortisona. Los resultados de estos estudios demuestran que los esteroides
ayudan al desarrollo de algunas cepas de Chlamydia preumoniae en Hep-2. No se ha
establecido atin el efecto dosis-respuesta. Sin embargo, con cantidades minimas de
esteroides aumenta considerablemente el desarrollo de Chlamydia preumoniae
aunque se desconoce como y dénde es que el succinato de hidrocortisona actiia. Se
sugiere que esto es el resultado de cambios que se generan en el metabolismo celular
de la bacteria y que influyen en el cuerpo elemental dentro de las células tratadas con

cortisol {103).
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Tsumura et al.,, observaron una situacién similar con la cepa TWAR-183 de
Chlamydia pneumoniae. Agregaron succinato de hidrocortisona 12 horas después de
la inoculacidn observando un incremento considerable en la cuenta de inclusiones.
Al parecer, se presenta una inhibicion de la fusién fagolisosomal. El cortisol tiene un
efecto estabilizantc ante la membrana lisosomal suprimiendo, de esta manera, la
liberacion de particulas infecciosas, por lo tanto aumenta la cuenta de inclusiones

(103).

La adicién del succinato de hidrocortisona no interfiere con la infectividad de la

eritromicina, azitromicina y doxiciclina contra Chlamydia pneumoniae in vitro.

Sin embargo, a pesar del gran nimero de estudios realizados en busca del o los
mejores y mas eficaces antibidticos contra Chlamydia pneumoniae, todavia no estan
totalmente clara la idea de cilial es el mejor para tratar una infeccién crénica causada

por Chlamydia preumoniae (95).

No obstante lo mencionado acerca de los estudios lHevados a cabo por un gran
nimero de investigadores hay muchas preguntas atin sin respuesta: ;Cal es la dosis
idénea?. ;Qué duracién debe tener el tratamiento?, que aunqgue se sabe, debe ser

prolongado...;Ciian prolongado debe ser?. Avin no se sabe.
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Conclusiones

b)
c)

d)

Han surgido diversa teorias, hipotesis que tratan de explicar el papel patégeno de
Chlamydia pneumoniae antes, durante y después del proceso ateroscleroso, sin
embargo, su alta incidencia en arterias coronarias dafiadas, hace pensar que

verdaderamente juega un papel etiologico durante dicho proceso.

Existen algunos argumentos a cerca de la patogénesis de la Chlamydia pneumoniae en

la aterosclerosis:

Se ha encontrado muy a menudo en ateromas de diferentes tipos de pacientes, por un
buen nimero de investigadores, mediante distintas técnicas y se ha logrado aislar con
éxito.

Se ha reportado sexologia frente a Chlamydia pneumoniae durante la aterosclerosis.
Las especies de Chlamydia se conocen bien por su capacidad de causar infecciones
crdnicas en animales,

Chlamydia pneumoniae infecta al endotelio, macréfagos, linfocitos y células del

muisculo liso.

Por su naturaleza intracelular, Chlamydia pneumoniae es practicamente inaccesible al
sistema inmune del hospedador, siendo por esto, que no se ha podido establecer ain su

verdadero papel en el proceso de la aterosclerosis.
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Conglusiones

4. Se considera un reto la optimizacién de técnicas como la PCR, para que en un futuro,
el examen diagnéstico para la Chlamydia preumoniae pueda llevarse a cabo

rutinariamente en los laboratorios.

5. Las propuestas de tratamiento antimicrobianos para las enfermedades de tipo cardiaco
y respiratorio, siguen avanzando e, incluso, se tiene en mente la produccion de
vacunas para su prevencion, pero para esto, si es que es posible, se requiere de muchos

afios mads.

6. No obstante lo estudiado y publicado, sobre todo, las valiosas participaciones del Dr.
Kuo, del Dr. Pekka, del Dr. Summersgill, entre muchos que han dedicado gran parte
de su vida a estudiar a Chlamydia pneumoniae y su relacion con las enfermedades

cardiocoronarias, falta mucho mas por explorar, investigar y por encontrar.
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