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ABREVIATURAS EMPLEADAS EN ESTE TEXTO

ACM: Arteria cerebral media

Acs: Anticuerpos

ACV: Accidente cerebrovascular

AIT: Accidente isquémico transitorio

AT: Arteriosclerosis

CDC: Center for Diseases Control (EEUU)

CE: Cuerpo elemental

CI: Cuerpo de inclusion

Cp: Chlamydophila pneumomniae

CPE: Cuerpo persistente

CR: Cuerpo reticular

CTS: Ciencia y Tecnologia de la Salud (Junta de Andalucia)

EAPO: Enfermedad arterial periferica oclusiva

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

Hsp: Heat shock protein (Proteina de shock térmico)

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule-1 (Moléculas de adhesion
intercelular tipo I)

IDO: Indoleamina 2,3-diooxigenasa

Inc: Inclusion

KDO: Acido ceto-deoxi-octulosonico

LPS: Lipopolisacarido

MOMP: Mayor outer membrane protein (Proteina principal de la membrana
externa)

NIH: National Institute of Health (EEUU)

NIST: National Institute of Standards and Technology (EEUU)

OMC: Outer membrane complex (Complejo de la membrana externa)

OMP: Outer membrane protein (Proteinas de membrana externa)

Pmps: Polimorfic membrane proteins (Proteinas polimorficas de membrana)



SDS-PAGE: Dodecil sulfato sodico-electroforesis en gel de poliacrilamida
VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule-1 (Moléculas de adhesion vascular

tipo I)
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1. Introduccion

1.1. Taxonomia de Chlamydophila pneumoniae

La familia Chlamydiaceae pertenece al orden Chlamydiales, ¢ incluye los
géneros Chlamydia y Chlamydophila (Everett y cols., 1999). Las especies de interés
clinico humano son Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci y
Chlamydia trachomatis. No obstante, junto a los géneros anteriores, patdogenos
humanos, existen otros pertenecientes al orden Chlamydiales que carecen, en estos

momentos, de interés clinico (figura 1).

TAXONOMIA DEL ORDEN DE L AS CHL AMYDIALES

:°***  Género Chlamydia

**  Familia Chlamydiaceae ity

E.... CHaHylfaceaeno
clasificada
+°***  Género Neochlamydia
Familia Parachlamydiaceae | i"*"* Género Parachiamyda

reess ESpeciesnoclasificadas
de la fanilia
Parachlamydiaceae

Familia Simkaniaceae  1°°°°’*®  Género Simkania

Género Chlamydophila

Chlamydiales

Familia Waddlliaceae  1°°°**’*  Género Waddia

®,0ss00.00000a 0000000000 0000000008000

9900000000800 000000000000000 Espedies no clasificadas del orden
Chlamydiales

Figura 1: Taxonomia del orden Chlamydiales

C. pneumoniae, antes denominada Chlamydia TWAR, es un agente productor
de enfermedad respiratoria aguda, incluyendo neumonia, bronquitis, sinusitis y
faringitis. Este organismo fue por primera vez aislado en 1965 de la conjuntiva de un
niflo taiwanés que participaba en la vacunacién anti-tracoma (Kuo y cols., 1986). El

aislamiento inicial se realizd en saco embrionario de huevo de pollo, siendo éste el
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unico microorganismo presente.

En 1971, mediante cultivo celular, este microorganismo (TW-183) se observo
en forma de inclusiones densas dentro de las células, similares a las observadas con
C. psittaci, y difererentes a las vistas para C. trachomatis. Posteriormente, Dwyer y
cols. (1972) aislaron en huevos embrionarios un microorganismo (IOL-207) similar
al anterior, a partir del ojo de un nifio irani. A pesar de que el origen de estos dos
aislamientos fue la conjuntiva, los estudios de laboratorio sugirieron que el

organismo no estaba produciendo enfermedad ocular.

El papel de este microorganismo como patdégeno humano no fue definido hasta
1983, cuando se realizdé el primer aislamiento respiratorio (AR-39) en Seattle,
Washington, de un estudiante universitario con faringitis (Grayston y cols., 1986). La
relacion entre el microorganismo TW-183 y la neumonia se establecio mediante
pruebas serologicas (Saikku y cols., 1985). Por eso, el nombre inicial de “cepa
TWAR?” que se dio a C. pneumoniae, deriva de las designaciones realizadas por parte
de los laboratorios que las aislaron por primera vez de la conjuntiva y del aparato

respiratorio (TW-183 y AR-39, respectivamente).

1.2. Caracteristicas microbioldgicas: Ciclo celular

Esta bacteria carece de peptidoglucano, aunque posee los genes que codifican
los enzimas necesarios para su sintesis. En caso de que exista en la bacteria, su

presencia es testimonial, ya que no se puede detectar por los métodos habituales.

El genoma tiene un masa molecular de s6lo 660 x 10° daltons, mas pequefio
que en otras procariotas, con la excepcion de Mycoplasma. Igualmente, carece de
ADN extracromosomico. (Jones y Batteiger, 2000). Los diferentes aislamientos de C.
pneumoniae, realizados hasta la fecha, tienen una homologia genética del 94 al

100%, y de menos del 10% con C. trachomatis y C. psittaci (Cox y cols., 1988).
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1. Introduccion

Estructuralmente contiene regiones conservadas intercaladas por cuatro regiones
variables que contienen secuencias cortas, que codifican la proteina principal de la
membrana externa (MOMP), presentes en todas las clamidias (Yuan y cols., 1989).
A diferencia de lo descrito con las especies de clamidias patogenas humanas, en las
que existe una importante variabilidad en las secuencias de MOMP, esto no ocurre

con la secuencia de C. pneumoniae (Pérez y cols., 1993).

Finalmente, se han descrito dos genes que codifican las proteinas de shock
térmico de 60 y 70 kDa (Hsp; los homoélogos de groel y dnak de C. trachomatis,
respectivamente) (Kikuta y cols., 1991; Kornak y cols., 1991). Estas Hsp se
encuentran en el complejo proteico de la membrana externa, son inmundgenas

(Iijima y cols., 1994) y altamente conservadas (Stratton, 1998).

C. pneumoniae es una bacteria intracelular estricta, por carecer de la capacidad
de sintesis de compuestos energéticos que son obtenidos de la célula que infecta. Por

lo tanto, para recuperarla en el laboratorio, se requieren células vivas.

C. pneumoniae ha desarrollado una auxotrofia de todos los aminoacidos,
excepto la lisina, para el crecimiento en cultivo celular (Kuo y Grayston, 1990).
Comparativamente, C. trachomatis requiere todos los aminodcidos excepto la

treonina.

En su ciclo vital adopta dos morfologias redondeadas diferentes, denominadas
cuerpo elemental (CE) y reticular (CR). El CE (figura 2) tiene un tamaio entre 0,2 y
0,4 um, es extracelular, no obtiene nutrientes del exterior, carece de actividad
metabodlica y de replicacion, infecta células, y es muy resistente a los factores
ambientales gracias a las proteinas presentes en su membrana externa, con
abundantes aminoacidos azufrados, que forman un entramado externo. El CE de C.

pneumoniae tiene una forma caracteristica de pera, con un espacio periplasmatico
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periférico. Es morfologicamente distinto del CE esférico de C. trachomatis y C.
psittaci. No obstante, se han descrito también CE esféricos (Kanamoto y cols., 1993).
Aunque se desconoce el significado tltimo de esta morfologia especifica, parece que

facilita la infeccion y esté relacionado con una mayor laxitud de la pared celular.

CARACTERES GENERALES:
MORFOLOGIA

Cuerpo Elemental:
0,2-0,4 um.
Extracelular.
Inactivo metaboélicamente.
No se divide.
Resistente a agentes
ambientales. Infeccioso.
Cuerpo'Reticular:
0,6-1,2 um.
Intracelular.
Metabolicamente activo.
Se divide. Labil.

Figura 2: Caracteres generales de los cuerpos elementales y reticulares de las Clamidias.

El CR es 1abil, tiene un tamafio entre 0,6 y 1,2 um y es intracelular. Procede de
la transformacion del CE cuando entra en la célula hospedadora. Obtiene nutrientes

del citoplasma de la célula y se multiplica por division binaria.

El paso de CE a CR, y viceversa, requiere un ciclo intracelular de 2-4 dias
(figuras 3 y 4). Durante ¢éste los CE se fijan a las células por un mecanismo adhesina-
receptor no bien conocido (parece que interviene un glucosaminoglucano semejante

al sulfato de heparina).
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1. Introduccion

Los CE infectan a la célula hospedadora mediante la formacion de
protuberancias en la pared celular, invaginaciéon de la membrana de la célula
hospedadora y formacion de vesiculas con vacuolas endociticas (Kuo y cols., 1988a).
Se forma un fagosoma, pero no fagolisosoma. Entonces se modifica su membrana

externa, se pierden los aminoacidos azufrados y se activan las porinas.

El CE se transforma en CR cuando penetran metabolitos, tales como los
fosfatos ricos en energia y aminoacidos, con aumento de la actividad metabdlica,
como la de la ATPasa. Esta es una ATPasa tipo-F y puede competir con la ATPasa
mitocondrial de la célula infectada. Esto reduciria la producciéon de ATP por la
mitocondria, y llevaria a una menor transferencia de electrones en la célula infectada,

afectando a la cadena respiratoria. (Stratton y Mitchel, 1997a).

El CR se divide de forma binaria y continua, y quedan agrupados en el
fagosoma formando los cuerpos de inclusion (CI), visibles al microscopio 6ptico. El
Cl y la célula infectada muestran en su superficie antigenos derivados de la bacteria.
Los CR maduraran, reduciendo el tamafio y reorganizando su membrana externa
recordando los CE. En este momento los CI contendran CR y CR maduros, futuros
CE. Finalmente, todas las células se transforman en CE y se liberan por lisis,

extrusion o exocitosis desde la célula.
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Figura 3: Esquema del ciclo replicativo de C. pneumoniae.

= i ;
=pF XTRACEL] n

# CICLO INTRACELULAR

A) Fijacién e internali-
zacioén del CE.

B) Formacion del CR
(sintesis de ARN y
proteinas).

C) Divisién binaria de
los CR.
Componentes
antigénicos en su-
perficie de la célula.

D) Formacion de los
CE.

E) Liberacién de los CE
infectantes.

Figura 4: Ciclo replicativo de C. pneumoniae.




1. Introduccion

Debido a algunas condiciones ambientales, o al propio agente infeccioso, el
ciclo se puede detener, permanente o temporalmente, en la fase de CR; ahora se
denomina cuerpo persistente (CPE). La persistencia se define como un largo periodo
en el cual este microorganismo permanece en un estado viable, pero no se recupera

mediante cultivo.

Las clamidias pueden persistir debido a su habilidad para entrar en un estado
criptico de quiescencia, que incluye alteraciones en la expresion de antigenos,

alteracion de la morfologia y pérdida de la infectividad.

Aunque no se replican, estas formas cripticas parece que juegan un papel
importante en la patogénesis de la enfermedad debido a la produccion de Hsp
(Stratton, 1998). Beatty y cols. (1994) realizaron estudios de cultivo en linea celular
con epitelio de faringe humana y determinaron que el mecanismo que induce a entrar

en un estado persistente es la presencia de bajos niveles de IFN-y.

Estos CPE son CR mas grandes, que, por menor niimero de porinas, se dividen
lentamente. Entonces se expresan menos antigenos bacterianos. Se puede considerar
a los CPE como una adaptacion de la bacteria al hospedador para evitar el sistema
inmunologico o mantenerse viable en condiciones adversas. Este estadio puede ser
una fase temporal y luego continuarse el ciclo, como antes se ha comentado. Los
CPE se han observado in vivo, en infecciones cronicas para evadir el sistema
inmunolégico, e in vitro, en presencia de penicilina o ausencia de aminoacidos
azufrados. Su presencia tiene repercusiones diagnosticas: falsos negativos del
inmunodiagndstico, por menor presencia de antigenos bacterianos, y del cultivo
celular, por menor viabilidad del CPE; y menor respuesta al tratamiento por pérdida

de porinas y expresion de dianas.
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1.3. Antigenos

El analisis de los antigenos especificos fue realizado por primera vez por Kuo y
cols. (1986). Los antigenos (figura 5) de la bacteria son complejos y solo
parcialmente conocidos. Se localizan en la membrana externa y, entre otros, destacan

los siguientes grupos:

Figura 5: Antigenos de C. pneumoniae

1.3.1. El peptidoglucano

Existen estudios, inicialmente referidos a C. frachomatis, en los que se
comprobd que la penicilina o la cicloserina afectaban negativamente el proceso de
divisiéon celular de los CRs, lo que hizo pensar en la posible presencia de
peptidoglucano en los mismos (Matsumoto y Manire, 1970). También apoyo esta
hipotesis la presencia en el genoma del serovar D de C. trachomatis, de genes
capaces de codificar las enzimas necesarias para sintetizar el peptidoglucano
(Stephens y cols., 1998). Se ha sugerido que el papel del peptidoglucano en el CR es

sustituir la funcion de las proteinas ricas en cisteina presentes en la envuelta celular
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1. Introduccion

del CE, participar en la divisién de la bacteria (Holtje, 1998) o en la adhesion a la

membrana y la superficie celular (Rockey y Matsumoto, 1999).

Los estudios efectuados con objeto de detectar acido N-acetilmurdmico, la
molécula caracteristica del peptidoglucano, no han arrojado resultados concluyentes,
o las proporciones encontradas no superaron el nivel de trazas al compararlas con las

de alguna bacteria gramnegativa como Escherichia coli (Suy Li, 1985).

En CR los estudios destinados a encontrar peptidoglucano han fracasado,
debido a la fragilidad osmética del CR que hace que sea muy dificil aislarlo puro

fuera del hospedador (Barbour y cols., 1982).

Por consiguiente, no se puede descartar la presencia en los CRs.

Existen diferentes enzimas que participan en la formacion del peptidoglucano

(www.stdgen.lanl. gov/) (consulta 30/05/2005):

1. Amilasa N-acetilmuramoil-l-alanina (amid). Participa en la biosintesis del
peptidoglucano y tiene un peso molecular de 29,4 kDa.

2. Ligasa D-glutamato-2,6-diaminopimelato N-acetilimuramoilalanil (murE). Tiene
un peso molecular de 52,7 kDa.

3. Proteina fijadora de penicilina 2 (pbp2 penA). Tiene un peso molecular de 73,65
kDa.

4. Transferasa 1-Carboxivinil de UDP-N-acetilglucosamina (murA4). Presenta una
mutacion que causa resistencia a la fosfomicina. Tiene un peso molecular de
49,3 kDa.

5. Carboxipeptidasa D-alanil-D-alanina (PBP 6) (dacC). Tiene un peso molecular
de 49,1 kDa.

6. Proteina fijadora de penicilina 2 (pbpB). Tiene un peso molecular de 124,07 kDa.

7. Pirofosforilasa de UDP-N-acetilglucosamina (g/mU). Tiene un peso molecular
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de 22,7 KDa.

8. Ligasa- 2,6, - diaminopimelato D -alanina- D-alanina N-acetilimuramoilalanil -
D-glutamato (murF). Tiene un peso molecular de 49 kDa.

9. FosfoTransferasa -N-acetilmuramoil pentapéptido (mraY). Tiene un peso
molecular de 38,5 kDa.

10. Ligasa N-acetilimuramoil-L-alanina-D-glutamato (murD). Tiene un peso
molecular de 46,2 kDa.

11. Transferasa GLCNAC (transferasa pirofosforil-undecaprenol N-
acetilglucosamina UDP -N- acetilglucosamina —N  —acetilmuramil -
(pentapeptido) (murG). Tiene un peso molecular de 39,4 kDa.

12. Ligasa (proteinas de fusion) (murF murC). Tienen un peso molecular de 89,9
kDa.

13. Aminotransferasa fructosa-6-fosfato glucosamina (g/mS). Tiene un peso
molecular de 67,18 kDa.

14. Reductasa UDP-N-acetilenolpiruvoilglucosamina (murB). Participa en la
biosintesis de la pared celular, reduciendo UDP-N-acetilmuramato a UDP-N-
acetil-3-O-(1-carboxivinil)-D-glucosamina. Tiene un peso molecular de 33,47

kDa.

1.3.2. Proteinas de la envuelta celular

1.3.2.1. Lipopolisacarido

El lipopolisacarido (LPS) es una molécula antigénica presente en todos los
miembros de la familia Chlamydiaceae. Su presencia se ha demostrado mediante
fijacion del complemento (Schachter y Brockhausen, 1992), inmunofluorescencia

(Karimi y cols., 1989) y ELISA.

Esta presente en los CEs y CRs, en la membrana de las células infectadas y en

la region proximal de células anejas a la anterior y no infectadas.
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Su presencia se ha demostrado a las 20 horas de la infeccion celular. Dado que
el area de los CRs es diez veces superior a la de los CEs, durante la condensacion
necesaria para dicha transformacion es probable que sean expulsadas grandes
cantidades de LPS a través de vesiculas desde la inclusion intracelular al citoplasma
y la superficie de la célula. Este hecho apoya la hipdtesis que implica al LPS en la
patogenia de las manifestaciones clinicas asociadas a C. prneumoniae (Campbell y

cols., 1994).

El LPS de la familia Chlamydiaceae es cien veces menos potente que el de
Salmonella minnesota o Neisseria gonorrhoeae como inductor de citoquinas
inflamatorias y a su capacidad endotoxica (Ingalls y cols., 1995). Esto se puede deber
a la composicion diferente en acidos grasos y se puede relacionar con la naturaleza
subclinica de la mayor parte de las infecciones causadas por la primera. Finalmente,
el LPS clamidial carece del polisacarido O debido a la ausencia de los genes

necesarios (rfa y rfb) para su formacion.

Desde un punto de vista antigénico se han descrito un antigeno especifico de
familia y otro comun con las enterobacterias en fase de quimiotipo rugoso (Lentschat
y cols., 1999; Haralambieva y cols., 2001; Mitov y cols., 2003) y Acinetobacter
calcoaceticus (Brade y cols., 1986) (figura 6). El primero se identifico6 como un
trisacarido del 4cido 3-desoxi-D-mano-octulosonico (KDO) con la secuencia KDOp-
(2----8)-KDOp-(2----4)-KDO (Belunis y cols., 1992). Ademés el KDO de
Chlamydiaceae coincide con las bacterias gramnegativas en el KDO-disacarido con

enlaces a-2-4 (Leinonen, 1993).

De manera indirecta y no bien caracterizada, se han supuesto también en el
LPS de C. pneumoniae epitopos especificos de especie debido a la capacidad de
neutralizacion por anticuerpos monoclonales (Peterson y cols., 1998). Del mismo

modo, los estudios con anticuerpos monoclonales han sugerido que, durante el
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proceso de transformacion de los CRs en CEs, la estructura del LPS puede sufrir

algiin cambio (Birkelund y cols., 1988; Birkelund y cols., 1989)

| Polisagarido . Lipido
Antigeno O [ Core — Lipido A !
ETI"E F.-fl"il
rir
n F
G:I HTP Hlt-} Hl i) ‘..'I;."f'i
=i ke=Gal-Gle=Flep=Hep: KDO=ClcN

1_

Lipopolisacarido (LPS)

Figura 6: LPS de enterobacterias

Existen diferentes enzimas que participan en la formacion del LPS

(www.stdgen.lanl. gov/) (consulta 30/05/2005):

Sintetasa del KDO-citosina monofosfato (CMP) (citidiltransferasa del CMP-3-
desoxi-D-mano-octulosonato) (kdsB). Se encontré que su peso molecular era de
28,41 kDa (Vandahl y cols., 2001a; Vandahl y cols., 2002a; Vandahl y cols.,
2004) y se localiza en la envuelta celular. Esta enzima afade CMP al KDO
(Strohmaier y cols., 1995).

Transferasa del acido 3-desoxi-D-mano-2-octulosonico (gsed kdtA). Tiene un
peso molecular de 49,17 kDa y se encuentra en la superficie celular. Este enzima
es tipicamente parecido al de las bacterias gramnegativas y cataliza la

transferencia de 2 residuos KDO a precursores del lipido A (1-4’-bifosfato
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tetraacil disacarido), designado lipido IV, (Belunis y cols., 1992) que confiere
epitopos especificos de género al LPS (Belunis y cols., 1995).

Sintetasa del disacarido del lipido A (IpxB).Tiene un peso molecular de 69 kDa y
se encuentra en la envuelta celular. Este enzima cataliza la formacion del lipido a
disacarido, un precursor del lipidoA, responsable del anclamiento a la membrana
externa de la célula.

Aciltransferasa UDP-N-acetilglucosamina (/pxA4). Tiene un peso molecular de
30,33 kDa y se encuentra en la envuelta celular. Este enzima participa en el
primer paso de la biosintesis del lipido A.

Aldolasa 2-dehidro-3-desoxifosfooctonato (kds4). Tiene un peso molecular de
28,98 kDa y se encuentra en la envuelta celular. Participa en el primer paso de la
biosintesis del LPS, dando lugar al 2-dehidro-3-desoxi-D-octonato-8-fosfato que
es requerido para la maduracion y crecimiento del lipido A.

Desacetilasa del UDP-3-O-acil-GIcNA (/pxC) . El peso molecular es de 31,03
kDa (Vandahl y cols., 2001a; Vandahl y cols., 2002a; Vandahl y cols., 2004) y
se encuentra en la envuelta celular. Este enzima participa en le segundo paso de
la biosintesis del lipido A (Young y cols., 1995).

N-aciltransferasa del UDP-3-O-(R-3-hidroximiristoil)-glucosamina, (/pxD) con
un peso molecular de 38,84 kDa (Vandahl y cols., 2001a; Vandahl y cols., 2002a;
Vandahl y cols., 2004) que se encuentra en la envuelta celular. Cataliza la
formacion de UDP-2,3-bis glucosamina (3-hidroximiristoil) y de la proteina del
portador del acil.

Fosforilasa UDP-glucosa. Tiene un peso molecular de 51,97 kDa y se encuentra
en la envuelta celular. Potencial donante de glucosa en muchas rutas metabolicas:

pentosas, galactosa, nucle6tidos, etc.

1.3.2.2. Proteinas de inclusion

Las proteinas de inclusion (Inc) (www.stdgen.lanl.gov/) se localizan en la

membrana de los CI de C. pneumoniae y el resto de miembros del orden
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Chlamydiales. Para ello utiliza un sistema tipo III de secrecion (Rockey y
Matsumoto, 1999). Cada proteina posee un dominio hidrofébico tinico de 50 a 80
aminoacidos (Bannantine y cols., 2000; Rockey y cols., 2002). Sus funciones se han
relacionado con el desarrollo de la inclusion, la evasion del sistema inmunologico, la
adquisicion de nutrientes e, incluso, son mediadores en los procesos de transicion de
CRs a CEs y viceversa. Constituyen una familia de proteinas que juegan un
importante papel en la infeccion, crecimiento y supervivencia en el hospedador
celular (Toh y cols., 2003). Incluye las proteinas IncA, IncB (18,09 kDa) e IncC
(21,41 kDa).

1.3.2.3. Proteinas polimérficas de membrana

Las proteinas polimérficas de la membrana externa  (Pmps)
(www.stdgen.lanl.gov/) son porinas lipoproteicas. Se pusieron de manifiesto, por
primera vez, en C. psittaci (Cevenini y cols., 1991; Souriau y cols., 1994). Su
superficialidad e inmunogenicidad justifican el interés por estas proteinas (Lindquist
y Stephens, 1998). Existen 21 Pmps en C. pneumoniae; son ricas en serina y
fenilalanina; y son polimorficas, ya que su genes sufren mutaciones que originan
variaciones en la estructura (Grimwood y cols., 2001). Se piensa que la variabilidad
depende del nimero de residuos de guanina, y no esta claro si se debe a la presion

del sistema inmunolégico o es intrinseca.

Las Pmps A (Pmp 19 de 103,6 kDa), B/C y D (Pmp 21) (parece ser una
citolisina de 170,8 kDa que contribuye a la rotura de la célula hospedadora y salida
del CE) no se expresan, y si lo hacen, es en una proporcion muy pequena. En
cambio, las familias E (Pmp 17 de 44,3 kDa, Pmp 16 de 102,1 kDa, Pmp 15 de 102,2
kDa), F2 (Pmp 18 de 103,6 kDa), G y H (Pmp 14 de 103,6 kDa) son las mas
expresadas. Las PMPs G incluyen proteinas de pesos moleculares de 89,6 kDa (Pmp
2), 97,6 kDa (Pmp 8), 98,3 kDa (Pmp 9), 98,9 kDa (Pmp 11), 100,1 kDa (Pmp 7),
100,4 kDa (Pmp 1), 102,7 kDa (Pmp 13), 179,6 kDa ( Pmp 20) y 144,92 kDa (Pmp
6) (Vandahl y cols., 2001a; Vandahl y cols., 2002b). Las Pmps I contienen proteinas
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de 56,08 kDa (Pmp 12) y las Pmps F de 103,61 kDa (Pmp 18).

Las Pmps 6, 20 y 21 se encuentran enclavadas, por lo que, posiblemente, tienen
un papel en la entrada al hospedador (transportadores tipo V) (Grimwood y Stephens,
1999; Henderson y Lam, 2001; Birkelund y cols., 2002; Vandahl y cols., 2002b;
Shirai y cols., 2000).

1.3.2.4. Proteinas ricas en cisteina

Las proteinas ricas en cisteina (www.stdgen.lanl.gov/) estan presentes en
grandes cantidades en el CE y se sintetizan de manera tardia en la maduracion del
CR hacia CE. No estan presentes en el CR (a diferencia de las MOMPs) (Newhall,
1987). Se han denominado OmcA y OmcB por su asociacion con el complejo de

membrana externa (OMC, outer membrane complex).

La estructura OmcA recuerda las lipoproteinas mureinicas de las bacterias
gramnegativas. De 9 kDa, es una adhesina donde se fijan las moléculas de heparina.
(glucosaminoglucano cuya funcion es formar un sandwich entre un receptor de la

superficie celular y clamidia para facilitar la infectividad).

Esta anclada en la membrana externa por su region lipidica, y la zona peptidica
se extiende hacia el periplasma (Everett y cols., 1994). Més controvertida es la
estructura de la OmcB, una proteina constituida, a su vez, por dos fracciones de unos
60 kDa (Hatch y cols., 1984). Se ha propuesto que OmcB se sitlia por encima de la
capa interna de la membrana externa, constituyendo una red poliproteinica
(Miyashita y cols., 1993) unida a la mitad interna por su porcidon lipidica y
extendiendo su fragmento hidrofilico de aminoacidos hacia el periplasma (Everett y
Hatch, 1995). También se ha propuesto a la OmcB como una adhesina de
localizacion peripldsmica y con un extremo N-terminal extendido hacia la superficie,
mas o menos asociado a un canal hidrofilo de la membrana externa. En cualquier

caso, el fragmento expuesto en la superficie seria muy escaso (Mygind y cols., 1998).
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La posicion de las cisteinas es muy constante, por lo que deben ser muy importantes.
Es, ademas, inmunogénica, con epitopos especificos, pero no se piensa que se
encuentre expuesta en la superficie, aunque recientemente se ha demostrado que se

pueden unir a ella glucosaminoglicanos ( Montigiani y cols., 2002).

Finalmente, los puentes disulfuro de OmcB forman puentes cruzados con
dominios periplasmicos de OmcA y de otras proteinas, contribuyendo a la estabilidad

del CE (Everett y cols., 1994).

1.3.2.5. Proteinas principales de la membrana externa (MOMPs)

Son las proteinas que se hallan en mayor proporcion (60%) en los CEs y CRs,
codificadas por el gen ompA (ompl) y permeables al ATP. Tienen una masa
molecular de unos 40 kDa (entre 41,6 kDa y 37,72 kDa) y un punto isoeléctrico de 5
(Baboil y cols., 1984). Son comunes a todos los miembros de la familia
Chlamydiaceae, aunque presentan ligeras diferencias estructurales en cada una de las
especies. Las regiones variables de la misma tienden a situarse en la superficie de la
membrana, pero en C. pneumoniae no es inmunodominante, al contrario que en el
resto de los miembros de la familia Chlamydiaceae (Christiansen y cols., 1997). Esto
se ha intentado explicar por la supuesta incapacidad del sistema inmunolédgico para
identificar los epitopos superficiales de las MOMPs, a causa de un mecanismo de
interposicion o enmascaramiento que ejercerian las proteinas polimorficas de

membrana externa (PMPs) (Christiansen y cols., 1997).

A diferencia de las otras especies de clamidias, C. pneumoniae no permite
establecer una variabilidad antigénica entre los aislados (Iijima y cols., 1994). Por
todo ello, en principio, no parece tener un importante papel en la patogénesis de la
enfermedad por C. pneumoniae. Diversos estudios sugieren que las MOMPs de C.
trachomatis juegan un papel en la adhesion a las células (Fan y Stephens, 1997). Se
ha especulado con la posibilidad de que faciliten las interacciones hidrofobicas y

electrostaticas con la célula, que directamente reaccionen con algin receptor
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superficial de aquella o, incluso, que participen en el proceso de ataque a través de su
fraccion glucosidica no proteica (Kuo y cols., 1996). No obstante, la tnica funcion
tipica de las MOMPs es la de actuar como porina. Para ello se deben encontrar
quimicamente reducidas, para mantener modificadas las proteinas ricas en cisteina y
asi establecer una situacion sin enlaces que permita llevar a cabo su funcion de
porina (Wyllie y cols., 1998). Esto hace pensar que las MOMPs so6lo son activas a

nivel intracelular (Bavoil y cols., 1984)

1.3.2.6. Otras proteinas de la membrana externa

e Lipoproteina asociada al peptidoglucano: Tiene un peso molecular de 21,9 kDa.

e Lipoproteina de membrana externa: Se encuentra unida a la membrana
citoplasmatica y tiene un peso molecular de 30,25 kDa.

e OMP H: Proteina de membrana externa, con un peso molecular de 19,46 kDa.

e Proteina de membrana interna: Tiene un 32% de similitud con la proteina
TP0949 de Treponema pallidum y tiene un peso molecular de 89,32 kDa.

e Proteina de membrana externa Clamidia especifica: Es una analoga a multiples
PMPs de la familia A, D, E, Gy H, de C. pneumoniae. Tiene un peso molecular
de 179,58 kDa.

e Omp 85 y otras proteinas de membrana externa: Omp 85 es una proteina de la
envuelta externa, conservada y presente en muchas bacterias. No se conoce cual
es su funcion. Parece ser un antigeno inmunoaccesible y los anticuerpos pueden
neutralizar la infeccion in vitro. No funciona como porina (Stephens y Lammel,
2001). Su peso molecular es de 88,95 kDa.

e También se encuentran otras proteinas con pesos moleculares de 14,82 kDa y

22,69 kDa.

1.3.3. Proteinas del proceso celular

Integra proteinas que sirven para la adaptacion a condiciones atipicas, division

celular, detoxificacion, transduccion, produccion de toxinas y resistencia, transporte
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metabolico, funcion de chaperonas y la secrecion. Dentro de este grupo destacamos

las siguientes:

1.3.3.1. Chaperonas

Parte de ellas son proteinas de estrés (Hsp). Las chaperonas son proteinas que,
en el caso concreto de una importante acidificacion intracelular, corrigen el
plegamiento incorrecto de las proteinas desnaturalizadas. La Hsp 60 es una proteina
de shock térmico que muestra una débil actividad ATPasa y esta muy conservada.
Parece estar implicada en los dafios ocasionados en las arterias debido a la
sobreestimulacion de macrofagos y autoanticuerpos, lo que produciria citoquinas
proinflamatorias y metaloproteinasas que degradarian el colageno (Kol y cols., 1999;

Vandahl y cols., 2001a; Lamb y cols., 2002)

Se relaciona por tanto con la arteriosclerosis, por inducir una ataque a la pared
endotelial, mediante una reaccion de hipersensibilidad retardada propia de las
infecciones cronicas (Taylor y cols., 1990), pudiendo ser el eslabon perdido entre los

microorganismos incriminados y la autoinmunidad.(Fong y cols., 2002; Mayr y cols.,

1999)

1.3.3.2. Sistema de secrecion tipo 111
Se ha demostrado tanto en EB como en RB, que clamidia estd cubierta por

unas protuberancias que parecen constituir este sistema (tabla 1; figura 7).

Una de las protuberancias es mas larga en CR y sirve para la inyeccion de
ciertas proteinas necesarias para la infeccion, la endocitosis y la muerte de
macrofagos (Hueck y cols., 1998). Seria 16gico pensar que se tratara de las proteinas
INC, las que introdujera, debido a su localizacion en la membrana de inclusion y la
ausencia de sefales de secrecion en ellas (Subtil y cols., 2001). Ademas debe existir

un sistema de secrecion tipo IV porque algunas PMPs son transportadas a la
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membrana interna con el carbono terminal anclado a la membrana externa pudiendo

tratarse de autotransportadores tipo IV (Vandahl y cols., 2001a).

GEN ID DEFINICION
CPn0322 Proteina flagelar (YscU)
CPn0323 Proteina D de respuesta baja en calcio de la

membrana del sistema III de secrecion (LcrD)
Proteina E de respuesta baja en calcio supuesta

Cond reguladora del sistema III (LcrE)
CPn0325 Probable chaperona (SycE)

CPn0702 Proteina de traslocago(r;{ ;S)Zeé:)ursora de la proteina
CPn0707 Proteina flagelar ATPasa (YscN)
CPn0823 Proteina de traslocacion (YscT)
CPn0824 Proteina de traslocacion (YscS)
CPn0825 Proteina de traslocacion (YscR)
CPn0826 Proteina de traslocacion (YscL)
CPn0828 Proteina de traslocacion (Yscl))

Tabla 1: Componentes del sistema de secrecion tipo 111

dlORdd RO ERRAd I ROD | RRD]AIONNIINN
MMembrana nterna de

clarmdia

RIORRIRRRIRER LA I RRRINRNNTEE
Ifembrana externa

de clatmidia

Membrana celular

hospedadora

Efectores citosolicos

Figura 7: Esquema de actuacion de los enzimas involucrados en el sistema I1I de secrecion
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1.3.4. Proteinas relacionadas con la biosintesis de cofactores, grupos

prostéticos y transportadores metabolicos
Se encargan de la sintesis de biotina, folatos, grupo hemo, porfirina,

cobalamina, lipoatos, menaquinona, ubiquinona y riboflavina.

1.3.5. Proteinas relacionadas con la degradacion proteica
Se clasifican en 3 grupos:
e Degradacion de proteinas, péptidos y glucoproteinas
e Union y estabilizacion de proteinas

e Modificacion y reparacion

1.3.6. Proteinas relacionadas con la transcripcion
Estan implicadas en la formacion y degradacion de RNA, procesamiento de

RNA y factores de transcripcion.

1.3.7. Proteinas relacionadas con la traduccion
Destacan las proteinas ribosomales, los factores de translacion, los

aminodcidos y los RNAt y RNAr modificados.

1.3.8. Proteinas relacionadas con el metabolismo intermediario

Se encuentran los enzimas necesarios para el metabolismo del nitrogeno, de los

componentes fosforados, sulfurados y amino azucarados.

1.3.9. Proteinas relacionadas con el metabolismo energético: Enolasa

Facilita la invasion tisular previniendo la generacion de coagulos de fibrina
(Fontan y cols., 2000). Se ha visto que la enolasa de la superficie puede causar
reaccion cruzada con la enolasa humana de las células hematopoyéticas, por lo que

en las infecciones por clamidia la induccion de anticuerpos anti-enolasa podria ser

-42-




1. Introduccion

una causa de las reacciones autoinmunes inflamatorias (Montigiani y cols., 2002).

1.3.10. Proteinas relacionadas con el metabolismo de acidos grasos y

fosfolipidos

En la tabla 2 se refleja, a modo de ejemplo de dicho metabolismo, las

proteinas relacionadas con la biosintesis y degradacion del propanoato.

GEN ID RUTA PROTEINA
CPn0058 Metabolismo del Subunidad B-gcetll-CoA
propanoato carboxilasa
. Proteina transportadora de
CPno0183 Metabolismoldel biotina del acetil-CoA
propanoato )
carboxilasa
. Transferasa de la
CPn0414 L SO Cef T ——

ropanoato )
prop CoA carboxilasa

Tabla 2: Metabolismo del propanoato

1.3.11. Purinas, pirimidinas, nucledsidos y nucleotidos
Se encuentran los interconversores nucledtido-nucleosido, es decir, los
adenilato kinasa, guanilato kinasa,... proteinas relacionadas con el metabolismo de 2-

deoxirribonucleotido, etc.

1.3.12. Proteinas con funciones reguladoras

1.3.12.1. Hsp 70 kDa

Es una proteina de shock térmico que se expresa, por tanto, en condiciones
estresantes. Se conoce como Dnak, y actia como una chaperona temprana en la
infeccion. Necesitan ATP y juegan un importante papel en el transporte de proteinas

a través de las membranas.

1.3.12.2. Proteina de respuesta baja en calcio

Es un supuesto regulador del sistema III de secreciéon que parece estar
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involucrado con la virulencia.

1.3.13. Otras proteinas

Proteinas de transporte v fijadoras de proteinas

Se encuentran clasificadas en peptidicas, aminas, como los oligopéptidos
periplasmicos fijadores de proteinas; cationes, aniones y otras como las proteinas de

membrana y los transportadores dependientes de ATP.

Proteinas relacionadas con la biosintesis de aminoacidos

Se encuentran involucradas en la biosintesis de aminoacidos aromaticos, la

familia del aspartato, serina - glicina y triptéfano - lisina.

Proteinas relacionadas con el metabolismo del ADN

Destacan las proteinas involucradas en la replicacién, recombinacion y

reparacion del ADN, como la polimerasa, endonucleasas, integrasas...

Proteinas no categorizadas

Se encuentran diversas proteinas cuya funcidon celular no se encuentra
catalogada, como la helicasa, proteinas relacionas con el metabolismo de cofactores,

proteinas fijadoras de GTP, etc.

Proteinas desconocidas

Dentro de este grupo se encuentran proteinas de clase funcional desconocida,
unas especificas del género Chlamydia y otras de la especie C. pneumoniae (Vandahl

y cols. 2001b).
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1.4. Patogenia de la infeccion. Modelos animales

Para entrar en el organismo, la bacteria utiliza, entre otros, la célula epitelial
columnar o de transicion entre el epitelio escamoso y columnar. Ademas infecta las

vias respiratorias y los monocitos.

La respuesta inmunologica que se ocasiona puede resolver la infeccion. Al
igual que con C. trachomatis, las personas infectadas con C. pneumoniae desarrollan
una respuesta inmunolégica celular (Braun y cols., 1994). La inmunidad celular es la

mas importante y suele ser poco intensa, pero persistente.

Hay evidencias de que la inmunidad mediada por células puede ser responsable
de la recuperacion de la infeccion o de la inmunopatologia. Las células T, CD4 y
CDS, son necesarias para la proteccion eficiente frente a la infeccion en ratones. Las
células T CD4 son activadas por los antigenos de Chlamydia, que derivan del
contenido de las vacuolas y relacionados con las moléculas de clase II del sistema
HLA, que se exponen en las células infectadas como macréfagos, dendritas y células
endoteliales; el reconocimiento de los antigenos producira la secrecion de citoquinas.
Estas activan los macrofagos y las células B para producir anticuerpos. Las células T
CDS8 cuando son activadas por antigenos, pueden responder produciendo IFN-y,

actividad citolitica, o supresion de la respuesta inmunoldgica (Stratton, 1998).

El IFN-y inhibe la replicacion de patdogenos obligados intracelulares, por
induccién de la produccion de indoleamina 2,3-diooxigenasa (IDO). La IDO degrada
el triptofano a quineurina y N-formilquineurina, deprivando al patéogeno de
triptofano. Como resultado, el crecimiento del patdogeno puede ser restringido.
Cuando el triptofano es repuesto, la inhibicion se revierte. (Malinverni, 1996). Carlin
y Weller (1995) investigaron agentes inmunomoduladores que podian actuar
sinérgicamente con IFNs, en la restriccion del crecimiento de Chlamydia por

incremento de la actividad del IDO. La adicion de IL-1 al tratamiento de macréfagos
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con IFN aument¢ la actividad del IDO y suprimi6 el crecimiento de Chlamydia. La
IL-1B parece ser mas importante por este efecto sinérgico. Finalmente, por actuacion
sinérgica con bajas e insuficientes concentraciones de IFN-y, puede contribuir al

establecimiento de la infeccion persistente a través de la induccion de la IDO.

El resultado de la respuesta inmunolédgica frente a Chlamydia puede ser de
proteccion o de inmunopatologia y parecer ser determinado por el antigeno que

dominantemente estimula la activacion de las células T.

Por otro lado, hay evidencia de que una infeccion reciente superada puede
conferir proteccion de enfermedades severas (Thom y cols., 1994); la reinfeccion es
frecuente a lo largo de la vida porque surgen variantes alélicas debido a la presion
inmunolodgica o recombinacién genética en la infeccidon mixta. Ademads, no se ha
demostrado la capacidad de neutralizacion de los anticuerpos para evitar nuevas
infecciones (Puolakkainen y cols., 1994). La bacteria detiene la apoptosis de la

célula, lo que permite la replicacion e infeccion cronica

El periodo de incubacion de la enfermedad aguda es de varias semanas (media
de tres), mas largo que para otros muchos patogenos respiratorios (Kishimoto y cols.,
1994; Mordhorst y cols., 1994). Se han usado tres modelos animales en la infeccion
por C. pneumoniae, el raton, el hamster y el mono. De éstos, el mas susceptible es el
raton, que puede ser inoculado por via intranasal (Kaukuranta-Tolvanen y cols.,
1993; Yang y cols., 1993), intravenosa (Zhang y cols., 1989), subcutanea (Zhang y
cols., 1989) e intracerebral (Kuo y cols., 1986).

La enfermedad pulmonar en los ratones se caracteriza por una neumonitis
intersticial, con infiltrados de células polimorfonucleares en fase temprana e
infiltrados de células mononucleares en fase tardia (Yang y cols., 1993). El examen

ultraestructural revela inclusiones de C. pneumoniae en las células epiteliales
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bronquiales y macrofagos insterticiales (Yang y cols., 1993), siendo similar a la
neumonia inducida en los ratones con C. trachomatis. Una peculiar caracteristica es
la acumulacién de células linfoides en las areas perivasculares y peribronquiales, que

aparecen en el dia 11 y persisten hasta el dia 60 en la infeccion primaria.

C. pneumoniae se distribuye sistémicamente en los ratones después de la
inoculacion intranasal (Yang y cols., 1995) y es muy frecuente aislarla de macréfagos
del bazo y peritoneo. Estos hallazgos han hecho considerar la infeccion por C.

pneumoniae como una enfermedad sistémica en los humanos.

C. pneumoniae presenta una baja virulencia en los monos babuinos recién
nacidos (Papio cynocephalus anubus) (Bell y cols., 1989) y monos cynomolgus
(Macaca cyclopid) (Holland y cols., 1990) cuando se inocula por via nasofaringea,
orofaringea o intratecal, y produce una enfermedad poco importante, aunque la
bacteria se recupera de la nasofaringe. A diferencia de C. trachomatis, la inoculacion
de C. pneumoniae en la conjuntiva humana da lugar s6lo a una inflamaciéon poco

importante (Kuo y cols., 1986).

Los hamster se muestran también susceptibles tras la inoculacidn intranasal e
intratecal con C. pneumoniae, y la enfermedad respiratoria que provoca se
caracteriza por una neumonia intersticial multifocal moderada con bronquitis y
vasculitis. Una sola inoculacion provoca un cuadro auto-limitado de neumonitis de 3
semanas de duracion, que estd compuesta inicialmente de células polimorfonucleares
y que después cambia a mononucleares. Tras inoculaciones repetidas se forman
microgranulomas, consistentes en un nucleo central de macréfagos rodeados por

linfocitos activados, y que persisten hasta el dia 42 de la infeccion.

Los microorganismos pueden ser recuperados del tracto superior respiratorio
por cultivo durante la fase temprana de la enfermedad, pero nunca del tejido

pulmonar, aunque éste es intermitentemente positivo mediante reaccion en cadena de
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la polimerasa (PCR). También se detecta ADN de Clamidia, mediante PCR, en bazo
y células mononucleares de sangre periférica, lo cual indica que la infeccion es

sistémica, igual que ocurre en los ratones (Moazed y cols., 1994).

1.5. Enfermedad relacionada. Arteriosclerosis: patogenia

A través de la investigacion de los anticuerpos, generalmente mediante el
empleo de pruebas de microinmunofluorescencia (MIF) (Moazed y cols., 1994), se
ha demostrado que la infeccion tiene una presencia universal (Montes y Cilla, 1992),
que los sujetos se infectan alguna vez en su vida y que ésta es mas frecuente a
medida que aumenta la edad. Frecuentemente produce infecciones crénicas con

escasos sintomas, lo que facilita su diseminacion.

Es capaz de originar infecciones asintomaticas en nifios (figura 8), por
infeccion primaria. Esto no excluye la posibilidad de ocasionar faringitis, otitis y
sinusitis. Asi, la bacteria se ha asociado con sinusitis purulenta (Hashigucci y cols.,
1992), otitis media supurada (Ogawa y cols., 1992) y faringitis, pero se desconoce la

frecuencia real de estas enfermedades (Hammerschlag y cols., 1992a).
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PATOLOGIA ASOCIADA A
C. pneumoniae

INFECCION RESPIRATORIA
Asintomatica: nifios, por infeccion

primaria.
Sintomatica: adultos.

ASOCIACION CON OTROS PROCESOS

Esclerosis Multiple, Encefalitis y
Radiculitis.

Asma.

Arteriosclerosis.

Eritema Nudoso.

Figura 8: Enfermedad relacionada con C. pneumoniae

Las infecciones sintomadticas ocurren en adultos, debido a reinfeccion, y menos
frecuentemente por reactivacion. Ocasiona bronquitis y neumonia (hasta el 20% de
las neumonias extrahospitalarias ocurridas en los mayores de 65 afios y un 5% de los

casos de bronquitis y sinusitis).

Tal y como se ve en la imagen radiografica de la figura 8, se trata de un patron
intersticial, con clinica de neumonia atipica (Aldous y cols., 1992; Grayston, 1992).
La radiografia de téorax muestra una neumonia subsegmental, no lobar ni intensa, en
los casos no hospitalizados. Méas extensa o bilateral en los pacientes hospitalizados,
incluso con pleuritis. La bacteria no produce sintomas y signos especificos en la
infeccion pulmonar; sin embargo, algunas caracteristicas de la presentacion clinica
pueden ayudar a distinguirla de otras causas de neumonia atipica como Mycoplasma
pneumoniae, Legionella spp. y virus respiratorios (influenzavirus, virus sincitial
respiratorio y adenovirus) que pueden causar enfermedades similares (Grayston y

cols., 1993).
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El inicio es subagudo y frecuentemente con faringitis o sinusitis. En el modelo
bifasico de la infeccion ésta se sigue de bronquitis o neumonia. La tos es muy comin
y frecuentemente prolongada. La fiebre no es persistente. El enfermo suele tardar en
acudir al médico, por lo que ésta puede haber desaparecido. No suele existir
leucocitosis, aunque si se incrementa la velocidad de sedimentacion eritrocitaria. La
mayoria son relativamente poco importantes y no requieren la hospitalizacion.
Incluso en estos casos menores la recuperacion completa es lenta, a pesar del
apropiado tratamiento antibidtico. La tos y el malestar pueden persistir durante
muchas semanas tras la infeccion aguda. Los ancianos tienen un curso clinico mas
severo que los jovenes adultos. Las enfermedades de base y coinfecciones con otras
bacterias, como neumococos, se asocian con una enfermedad mas severa (Cosentini

y cols., 1994; Gaydos y cols., 1994a; Kauppinen y cols., 1994).

También se ha aislado del pulmén de pacientes infectados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (Augenbraun y cols., 1991) y otros inmunodeprimidos
(Gaydos y cols., 1993). Sin embargo, se desconoce si la inmunodepresion incrementa
el riesgo de la infeccion por C. pneumoniae o produce una enfermedad mas severa.
Igualmente ocurre en los sujetos con EPOC (Beaty y cols., 1991). C. pneumoniae
también se ha identificado como una causa de exacerbacidon respiratoria aguda en
pacientes con fibrosis quistica y se ha asociado con sindrome agudo respiratorio en
nifios con enfermedades celulares (Miller y cols., 1991). Finalmente, se han descrito
algunos episodios de infecciones sistémicas graves que evolucionan a la muerte, con

neumonia, pericarditis, pleuritis y hepatoesplenomegalia (Grayston, 1994).

Se ha observado que tras la infeccidon respiratoria por C. pneumoniae €s mas
probable desarrollar bronquitis asmatica, sugiriendo que la bacteria puede ser un
factor en el desarrollo del asma o agravamientos asmaticos (Hahn y cols., 1991). C.
pneumoniae también se ha asociado con la sarcoidosis (Black y cols., 1992), eritema
nudoso (Sundelof 'y cols., 1993), sindrome de Guillain-Barré (Haidl y cols., 1992) y

cancer de pulmoén (Laurila y cols.,, 1997). También se ha descrito endocarditis
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(Marrie y cols., 1990) y meningorradiculitis lumbosacra (Michel y cols., 1992).

La asociacion entre C. pneumoniae y artritis reactiva fue observada por Braun
y cols.(1994). En estos estudios, la sangre periférica y linfocitos sinoviales de
pacientes con artritis reactiva reaccionaron especificamente con la bacteria en un

ensayo de transformacion de linfocitos.

Ademas, la infeccion del tejido conectivo por Chlamydia es facilitada por la
capacidad de estos patdgenos para infectar y replicarse en monocitos y macréfagos.
Boman y cols. (1998) informaron que el 46% de donantes de sangre de Suecia, de
mediana edad demostraron la presencia de C. pneumoniae en células mononucleares
de sangre periférica mediante PCR-anidada, aunque la presencia del ADN de
Chlamydia en estas células no significa que sean viables y/o infecten otras células
(Stratton y cols., 1997b). No obstante, la infeccién de células mononucleares de
sangre periférica claramente permitiria que las especies de Chlamydia alcancen los
tejidos conectivos y posibilita la infeccion de las células sinoviales tipo A, que estan

estrechamente relacionadas con los macréfagos (Stratton, 1998).

Mas recientemente se ha asociado con otros procesos de etiologia hasta ahora

no bien conocidos, tales como la arteriosclerosis y la esclerosis multiple.

Las placas de ateroma (figura 9) constituyen pequenas areas de engrosamiento
de la intima de la pared arterial, de 5 a 15 mm. de didmetro, formadas por
acumulaciones de colesterol, macrofagos, células de musculo liso y linfocitos T, en
proporcién variable segin el estadio evolutivo de la lesion. Las placas se hallan

recubiertas, en la zona subendotelial, por un tejido conectivo.

La lesion protruye excéntricamente en la luz arterial y, cuando abarca mas del
40% de la circunferencia, comienza a reducir progresivamente el calibre del vaso.

Ademas de la obstruccion mecanica, la presencia de la placa ateromatosa origina la
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pérdida de la funcion vasomotora del endotelio. En ocasiones, el crecimiento de la
placa causa la atrofia de la capa media, con la consiguiente disminucion de
resistencia de la pared arterial y la potencial formacion de un aneurisma. Ademas,
pueden ocurrir accidentes debido a la formacion de un trombo plaquetario en la
superficie de la placa con la consiguiente obstruccion aguda, parcial o completa, del
vaso afectado. Més raramente, la obstruccion se debe a la produccion de una
hemorragia en el interior de la placa o a la existencia de un vasoespasmo. El
desarrollo de un trombo en la superficie de una placa de ateroma es el resultado de la
erosion o rotura del endotelio que lo recubre. La fisura de éste suele producirse en el

borde de la placa, que es la zona sometida a una tensidon mecénica superior.

El accidente expone el colageno subendotelial a las plaquetas circulantes, y en
pocos minutos, éstas, en colaboracion con la tromboplastina tisular, forman un
trombo. La complicacion tiende a producirse en areas en las que las lesiones
ateromatosas son poco importantes. La estabilidad de la placa depende del balance
entre la sintesis de coldgeno por las células de musculo liso y su degradacion por
efecto de las metaloproteinasas producidas por los macréfagos. Las placas de
ateroma proclives a la rotura tienen una cubierta fibrosa delgada con pocas células
musculares lisas. Recientemente se ha planteado el posible papel de la apoptosis en
la pérdida de células de musculo liso y el consiguiente debilitamiento y rotura de la
placa. Las LDL oxidadas, entre otros factores, podrian contribuir a la apoptosis
(Kockx y Herman, 1988). La presencia de un infiltrado inflamatorio es otro marcador
de vulnerabilidad de la placa (Kullo y cols., 1998). En su aparicioén podrian intervenir
los microorganismos, directamente o a través de la produccion de una respuesta

autoinmune, quiza suscitada por las Hsp.

Las lesiones ateromatosas se localizan preferentemente en la aorta, sobre todo
en la pared posterior del trayecto abdominal y en el orificio de salida de los grandes
vasos; en las arterias coronarias, en especial en los primeros centimetros de la

descendente anterior y la circunfleja izquierda y en todo el trayecto de la coronaria
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derecha; en las arterias popliteas, en las carotidas internas y en las arterias del

poligono de Willis.

La lesion inicial, precursora de las placas, es la denominada estria grasa, cuya
aparicion puede observarse antes de los 10 afios de vida. Se trata de depositos de
colesterol, en su mayor parte en forma de ésteres, localizados en el citoplasma de los
macrofagos (Ross, 1999). El posible origen de estas lesiones supone que se deben a
una alteracion funcional del endotelio en respuesta a una agresion. La disfuncion
endotelial se caracteriza por un aumento de la permeabilidad y de la produccion de
radicales libres de oxigeno junto a la expresion de las moléculas de adhesion

intercelular (ICAM-1) y vascular (VCAM-1) en la superficie endotelial.

Evolucion de la arteriosclerosis

Lesion Flaca Lesidn
imtermedia  Ateroma fibrosa commplicada

Figura 9: Placa de ateroma

Entre las posibles causas de agresion endotelial ocupan el primer lugar
determinados tipos de hipercolesterolemia, la diabetes mellitus, el habito tabaquico y
el estrés mecanico al que se ve sometida la pared arterial en las zonas de flujo

turbulento, eventualmente agravado por la existencia de hipertension arterial.

El colesterol lesivo para el endotelio es el transportado por las lipoproteinas de

baja densidad (LDL), el relacionado con episodios de hiperlipemia posprandial
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(aumento de lipoproteinas de muy baja densidad -VLDL- y quilomicrones) (Gould,
1998) y el asociado aumento de la lipoproteina Lp(a) (forma alterada de la LDL)
(Frishman, 1998). Las moléculas de LDL se depositan en la intima y se oxidan por

efecto del exceso de radicales libres de oxigeno.

Simultaneamente, los monocitos de la sangre se adhieren al endotelio, migran
hacia la intima y se convierten en macréfagos. Las LDL oxidadas son atrapadas
rapidamente por receptores especificos presentes en la superficie de los macrofagos.
La expresion de estos receptores no esta regulada por el contenido intracelular de
colesterol, de forma que la captacion de éste persiste hasta que los macrofagos
cargados de colesterol acaban adoptando el aspecto de células espumosas. Es
probable que los receptores implicados en la captacion de las LDL oxidadas
intervengan también en la fagocitosis de ciertos microorganismos como Listeria spp.
y el virus del herpes simple (Suzuki y cols., 1997). Los macrofagos activados
producen IL-1, factor de necrosis tumoral (TNF), factores angiogénicos y factores de
crecimiento que contribuyen a la migracion y proliferacion de las células de muasculo
liso de la capa media. Estas, a su vez, generan la matriz extracelular que fibrosa la
superficie de la placa. Los factores angiogénicos estimulan la proliferacion de

pequefios vasos sanguineos en la periferia de la placa.

En el curso clinico de la enfermedad aterosclerdtica se distinguen dos fases. En
la primera, las lesiones de la pared arterial progresan intermitentemente a lo largo de

muchos afios.

Durante este periodo el proceso suele ser asintomatico, sin embargo, cuando la
disminucion del calibre vascular es importante (superior al 75%) pueden producirse
defectos de perfusion de intensidad, variable segiin el grado de compensacion
establecido por el desarrollo de la circulaciéon colateral. De acuerdo con la
localizacién de la estenosis, el déficit de perfusion se manifiesta en forma de

claudicacion intermitente de las extremidades inferiores o de episodios de angina de
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esfuerzo. Cuando las lesiones de las arterias coronarias son difusas, la isquemia

cardiaca crdonica puede originar insuficiencia cardiaca.

La segunda fase evolutiva de la arteriosclerosis se caracteriza por la aparicion de
episodios de isquemia aguda, que en las arterias coronarias pueden cursar en forma de

angina inestable, de un infarto agudo de miocardio o de muerte stbita.

La presencia de anticuerpos dirigidos contra la Hsp 60 se ha asociado con la
aparicion de arteriosclerosis carotidea. Varios de los microorganismos causales de
periodontitis y C. pneumoniae poseen una Hsp que tiene una elevada secuencia de
identidad con la Hsp humana (Mattila y cols., 1998). Recientemente se ha observado
que tanto la Hsp 60 de Chlamydia como la humana, inducen la expresion de
moléculas de adhesion intercelular como E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1 en las

células endoteliales, células de musculo liso y macréfagos (Kol y cols., 1999).

A pesar de todo lo anterior, muchos de los pacientes con arteriosclerosis
plenamente desarrollada y hasta el 30% de pacientes con infarto agudo de miocardio
(Sumpter y Dunn, 1997) no tienen ninguno de los principales factores de riesgo
reconocidos hasta el momento como predictivos de aparicion de la enfermedad,

como hipercolesterolemia, hipertension arterial, habito tabaquico o diabetes mellitus.

La asociacion entre enfermedad arterial coronaria y otros sindromes
arterioscleroticos e infeccion por C. pneumoniae se ha sugerido mediante estudios
seroepidemioldgicos y la demostracion del organismo en placas de ateroma (figura

10).
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BANDAS DE CONTROL
1: PESO MOLECULAR 2: BETA-ACTINA 3: NEGATIVO
4: POSITIVO 1/10 5: POSITIVO 11

Figura 10: Demostracion de la relacion entre la placa de ateroma 'y C.
pneumoniae mediante inmunofluorescencia, PCR y cultivo

El primer estudio se realizd en Finlandia (Saikku y cols., 1988), en el que
pusieron de manifiesto la posible existencia de una asociacion entre la cardiopatia
isquémica y la infeccion cronica por C. pneumoniae. El diagnostico de esta infeccion
se establecio por la presencia de un titulo tnico elevado de IgG especifica detectada

en una prueba de MIF (Puolakkainen y cols., 1993; Melnick y cols., 1993).

Se han obtenido evidencias microbioldgicas de la presencia de C. pneumoniae
en placas de ateroma mediante microscopia electronica en ateromas de coronarias
(Kuo y cols., 1993a), tincién inmunocitoquimica y pruebas de PCR de coronarias
(Kuo y cols., 1993b), carotidas (Grayston y cols., 1995) y ateroma aortico (Kuo y
cols., 1993b). La bacteria se encontré6 mas comunmente en lesiones re-estendticas

que en primarias (Campbell y cols., 1995).

En otro estudio en muestras de autopsia de jovenes de 15 a 35 afios de edad
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(Wissler, 1991) la bacteria no fue detectada por PCR o inmunocitoquimica en 31
muestras de arteria coronaria sin ateroma, pero fue demostrada en 2 de 11 muestras
con lesiones iniciales (engrosamiento de la intima) y en 6 de 7 muestras con placas
arterioscleroticas en desarrollo (Kuo y cols.,, 1995). Aunque estos estudios
claramente asocian la bacteria con la placa de ateroma, el papel de la infeccion en la

patogénesis de la arteriosclerosis es desconocido con exactitud.

Algunas observaciones procedentes de la infeccion experimental de conejos
sugieren que la infeccion por C. pneumoniae puede facilitar el desarrollo de placas
de ateroma en animales hipercolesterolémicos. En un estudio se detect6 la presencia
de lipopolisacarido de Chlamydiaceae en las placas de ateroma de animales
alimentados con una dieta rica en colesterol e infectados por Chlamydia; en cambio,
no se encontrd en los animales no infectados ni en los infectados alimentados con
una dieta baja en colesterol. Entonces, parece que la lesion inicial inducida por el
colesterol es necesaria para que C. pneumoniae pueda infectar y residir en la arteria

(Fong y cols., 1997).

Ademas, la infeccion por C. pneumoniae induce in-vitro un marcado aumento
de la captacion de ésteres de colesterol en monocitos humanos incubados en
presencia de LDL, de modo que éstos acaban evolucionando a células espumosas
(Kalayoglu y Byrne, 1998). A pesar de estos hallazgos, la larga evolucion clinica de
la arteriosclerosis y la consideracion de la mayoria de los datos disponibles en la
actualidad no permiten dilucidar si la infeccién posiblemente contribuye al desarrollo
de los episodios finales de la enfermedad ateromatosa, como la trombosis o el

vasoespasmo; o interviene en el inicio de la placa.

Resumiendo los conocimientos que existen hasta la fecha, es posible que C.

pneumoniae participe en el siguiente cronograma:
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1. Lesion de endotelio provocada por una causa infecciosa o no. C. pneumoniae
puede infectar, vehiculada por monocitos, el endotelio, musculo liso y los
macrofagos, con mas facilidad en presencia de grasas. Al infectar estas células
endoteliales tedricamente permitiria liberar CE infectados al medio extracelular,
que serviria para extender la infeccion en algunos tejidos localmente o via

sistémica en la circulacion (Stratton y Mitchel, 1997b).

2. La célula endotelial infectada incrementa la sintesis de: a) proteina
quimiotactica-1 de monocito y moléculas de adhesion intercelular que fijan
leucocitos que pueden estar infectados y b) factores tisulares procoagulantes con

trombosis.

3. Los monocitos se activan, migran al subendotelio, liberan citoquinas
proinflamatorias (TNF, IL 1, 6 y 8, factor nuclear kappa B) y expresan la
molécula CD14. Los efectos del incremento de las concentraciones de citoquinas
humanas en la replicacion intracelular de C. pneumoniae en un sistema de

cultivo in vitro fueron investigados por Summersgill y cols. (1995).

4. El INF, de los LThl sensibilizados, aumenta la IDO de células endoteliales y
mononucleares, que oxida el triptéfano hasta N-formilquineurina y quineurina.
Estas sustancias reducen la salida extracelular de C. preumoniae, aumentan la
persistencia intracelular debido a que C. pneumoniae requiere triptofano para su
crecimiento, reducen la expresion de la MOMP y aumenta la expresion de Hsp
60, (Sakash y cols., 2002). Si no hay arteriosclerosis no se observa la Hsp 60.
Esta estimula la sintesis de autoanticuerpos y a los macréfagos para producir
citoquinas y metaloproteinasa que degradan el coldgeno. Malinverni (1996)
informé que el IFN-y recombinante restringia la replicacion intracelular de C.
pneumoniae y la adicion de TNF-a reducia las concentraciones de IFN-y

necesarias para suprimir el crecimiento intracelular, produciéndose un efecto
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sinérgico. Los efectos inhibitorios de IFN-y y del TNF-a fueron revertidos por la

adicion de triptéfano a las monocapas.

5. Los macréfagos infectados, captan LDL, tansformandose en células grasas. Las
plaquetas agregadas liberan un factor de crecimiento celular que hace proliferar
un musculo liso desdiferenciado que libera coldgeno, elastina y proteoglucanos
con formacion de tejido fibroso. Finalmente, se forma la placa madura, con un

centro de lipidos y colesterol, rodeada de una capa fibrosa.

1.6. Epidemiologia

Mucha de la informacién actual sobre la epidemiologia de la infeccion por C.
pneumoniae se deriva de estudios seroldgicos con la prueba de MIF. Estos indican
que es una causa comun de infeccion en todo el mundo, con una seroprevalencia de
al menos el 50% entre los adultos (Marton y cols., 1992; Montes y Cilla., 1992),
habiéndose demostrado su presencia al menos desde 1963 (Aldous y cols., 1992;

Grayston, 1992).

La infeccion primaria parece ser mas comun entre nifios de edad escolar (desde
5 a 14 afios). Los nifios con edad inferior se infectan menos frecuentemente. A los 20
afios aproximadamente el 50% de las personas han sido infectadas. La
seroprevalencia continua incrementandose en el grupo de sujetos de mas edad, pero a
un ritmo mas lento, y alcanza el 70% en los mas ancianos. Este ritmo de prevalencia
existe a pesar del hecho de que la infeccion primaria induce una respuesta de
anticuerpos detectable entre 3 y 5 afos, sugiriendo que la mayoria de los sujetos se

reinfectan a lo largo de la vida (Haidl y cols., 1994).
La seroprevalencia es aproximadamente igual en ambos sexos para edades

inferiores a los 15 afos; sin embargo, entre hombres adultos, es considerablemente

mas alta que entre las mujeres, sin que exista explicacion hasta la fecha.
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C. pneumoniae parece tener presencia en todo el mundo, aunque la prevalencia
puede variar segin las regiones (Forsey y cols.,, 1986). Se ha demostrado una
prevalencia superior y mas precoz en los paises tropicales y menos desarrollados que

en los mas desarrollados (Wang y Grayston, 1990).

Los humanos son el tnico reservorio conocido de C. pneumoniae, y la
transmision es de persona a persona a través de las secreciones de las vias
respiratorias de sujetos infectados, enfermos o no. Esta transmisién parece no ser
muy eficiente y ocurre mas frecuentemente de manera indirecta (Ekman y cols.,
1993a; Grayston y cols., 1993). Ademas, se han descrito variaciones en la eficiencia
de la transmision (Mordhorst y cols., 1994). Puede sobrevivir en aerosoles y objetos,
a temperatura ambiente y con alta humedad relativa, durante largos periodos de

tiempo (Falsey y Walsh, 1993; Theunissen y cols., 1993).

No se ha descrito ningtn reservorio animal de C. pneumoniae; no obstante se
ha informado de un aislamiento en un caballo (Storey y cols., 1993) y un oso koala
(Kaltenboeck y cols., 1993). Estos aislamientos manifestaban CEs redondos y de

manera especifica, el aislado de caballo contenia un plasmido.

1.7. Diagnostico de laboratorio

La investigacion de los anticuerpos es la principal forma, aunque tardia, de
realizar un diagnostico de laboratorio de la infeccion por C. pneumoniae, por su
facilidad en la ejecucion, rapidez y relacion con el estado de enfermedad del sujeto, y

porque la deteccion de la bacteria es compleja y no exenta de riesgos (figura 11).

1.7.1. Métodos indirectos

En la infeccidon primaria surgen primero los anticuerpos anti-LPS y luego los
anti-proteinas. La infeccion por C. pneumoniae induce una respuesta de IgG, IgA e

IgM que se pueden detectar mediante MIF o ELISA, los dos pueden emplear CEs en
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los que se ha eliminado el LPS.

El ELISA puede contener células infectadas con inclusiones que contienen el
LPS especifico de Chlamydiaceae (pruebas especie-especificas) o CE en los que se
elimina el LPS (Kutlin y cols., 1997). Los ELISA presentan las ventajas de una
lectura objetiva, un manejo mas facil y la posibilidad de la automatizacion. La
sensibilidad y la especificidad son elevadas comparadas con la MIF, pero no se han
descrito criterios de infeccidon y se observa un numero importante de resultados

dudosos (en torno al punto de corte de la técnica) (Jaqueti, 2000).

_

Diagnostico Indirecto|

Dinamica de los Anticuerpos
Anti-LPS seguido de anti-Proteinas.
IgM, IgA, IgE e IgG.

Tardio.
Diagn()stico de Pruebas de Laboratorio ;;rlrc;..-_l-g
., Inmunofluorescencia: BT T 1
la Infeccion por g gin Lps. TF ESHH
C. pneum oniae Es Sensible y Especifica. & S
Uso: De referencia. ST
ELISA: ez .",'..,':'.'_'T,é.&z@o
CE purificado.
LPS, Proteinas. -
No hay criterios de enfermedad. |
| v
Interpretacion de IFI . L. .
eIgM: infeccion primaria. ’ Diagnéstico Directo
elgG: > 1/512 o la seroconversion.
elgA e IgE: infeccion no superada.

Figura 11: Diagnostico indirecto de la infeccion por C. pneumoniae

La serologia mediante MIF es la prueba de referencia para el diagnéstico de la
infeccion (Thom y cols., 1994). Debido a que la mayor parte de los estados de
enfermedad se deben a reinfecciones, es necesario cuantificar la IgG, para adecuar su
valor predictivo positivo. Los criterios seroldgicos de infeccion mediante MIF son

(Kishimoto y cols., 1994; Thom y cols., 1994):
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¢ Infeccidn reciente o aguda: IgM >16, IgG > 512 y/o elevaciones de las

IgG en 4 titulos o més, en dos muestras obtenidas con 3 semanas de intervalo (més

dificil de demostrar por el caracter cronico de los procesos).

«  Infeccion antigua o pasada: IgG entre 8 y 256; [gM<16.

Se debe tener en cuenta que la MIF también presenta problemas. La lectura

requiere un microscopio de fluorescencia y la interpretacion es subjetiva.

La técnica es manual y laboriosa, lo cual repercute en el coste (Jaqueti, 2000).
Con fines de investigacion, una tercera muestra de suero obtenido 2 meses después
de la primera puede ser necesaria para detectar elevaciones tardias en los anticuerpos.
Se han descrito falsos negativos al detectar anticuerpos mediante MIF en pacientes
en los que C. pneumoniae fue aislada (Roblin y cols., 1994a), justificindose por una
lenta respuesta inmunolodgica. Falsos positivos de IgM, en la MIF, pueden aparecer si
los pacientes tienen factor reumatoide, cuya prevalencia se incrementa con la edad.
Por lo tanto, se recomienda la extraccion del factor reumatoide IgG en la MIF para la
busqueda de IgM (Verkooyen y cols., 1992). La IgM, mediante MIF, aparece tras 3
semanas de la aparicion de la enfermedad. La IgG puede no hacerlo hasta las 6 u 8
semanas después del inicio de la enfermedad. En la reinfeccion la IgM puede no
aparecer o aparecer a titulos bajos, no detectados mediante MIF. La IgG sube rapida
y frecuentemente en 1 6 2 semanas, y puede alcanzar un valor de 512 o mas. La IgM
usualmente comienza a descender a los 2 meses y desaparece entre 4 y 6 meses
después de una infeccion aguda; la IgG persiste y puede ser detectada durante al

menos 3 afios, después de la infeccion aguda.
También estd disponible una prueba de Western-blot. Para éste ultimo estan en

evaluacion los criterios que definen un estado de enfermedad actual. Finalmente, se

ha sugerido que la pruebas con antigeno preparado de aislamientos de C. pneumoniae
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de la region geografica donde el paciente reside son mas sensibles para la deteccion
de anticuerpos (Hukki-Immonen y cols., 1992); aunque ésto no se ha demostrado

(Wang y Grayston, 1994).

1.7.2. Métodos directos
Una vez visto el diagndstico indirecto pasamos a ver el directo (figura 12). No
siempre hay relacion entre los resultados de éste y la presencia de enfermedad,

porque la bacteria puede colonizar las vias respiratorias altas.

e Diagndstico Directo

‘lllll

Muestras
Secreciones Respiratorias.
Sangre.

Diagn()stico de Transporte y Conservacion:

la Infeccién por |[SPG-2. 4°C/24 horas, -80°C
C. pneumoniae

‘lllll

|

|

1

Cultivo |
L.C.E. HL; L.C.E. Hep2. I
|

|

v

< 72h/37°C /5% CO,

Inbecredd  Inlected], [Py Uninfocsed
cells

monocytes teated cells
MO1 3 70137201 37 M Gee
draiads

Visualizacién
No sobre muestra.

‘lllll 3

Giemsa, Naranja de Acridina. Acido Nucleico
Inmunofluorescencia. ADN.
Inmunohistoquimica. ARN.

Figura 12: Diagnostico directo de la infeccion por C. pneumoniae.

En la muestra clinica es muy importante obtener células. Estd representada por
secreciones del aparato respiratorio (Kuo y Grayston, 1988) y sangre. Las muestras
procedentes de nasofaringe presentan mejores resultados que las obtenidas de la
orofaringe. También se pueden utilizar liquido pleural y lavado broncoalveolar

(Jaqueti, 2000). Se debe evitar el pus, el empleo de hisopos de madera y el esputo.
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La bacteria es 1abil, por eso se debe emplear un medio de transporte de tampon
fosfatos, sacarosa y 4acido glutdmico con antibidticos, o el medio M4. La muestra se
puede conservar durante 24 h, a 4°C o a —80°C, durante mds tiempo, de forma

gradual y con riesgo de falsos negativos (Kuo y Grayston, 1988b).

Para el cultivo en células se deben utilizar protocolos especificos de trabajo
(figuras 13 a 16) con células del tipo HL (Cles y Stamm, 1990; Kuo y Grayston,
1990) o HEp-2 (Wong y cols., 1992). También se desaconseja un pH bajo (<5) y alto
(>8) y una concentracion de NaCl de menos de 80 mM (Theunissen y cols., 1992). El
crecimiento puede ser lento, de 3 a 7 dias. Para facilitar la infeccion se realiza el

procedimiento de cultivo con centrifugacion.

La sensibilidad de esta prueba es superior al 70% vs la PCR. Tras la incubacion

se visualizan los CI y CEs.

CULTIVO CELULAR DE Chlamydiaceae J

1. OBTENCION DE LAS MONOCAPAS DE CELULAS.

2. PREPARACION DE LA MUESTRA.

3. INOCULACION EN CULTIVOS CON CENTRI-
FUGACION.

4. CONTROL DEL CRECIMIENTO MEDIANTE VI-
SUALIZACION.

Figura 13: Procedimiento del cultivo celular de C. pneumoniae
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CULTIVO CELULAR DE Chlamydiaceae

J

PREPARACION DE LA MUESTRA

Crmm
-~

——— :
G z — CENTRIFUGAR

- 800 g /5 min

1 HORA/ TEMPERATURA
AMBIENTE

SUSPENSION CON
CEs DE
Chlamydiaceae

7 - N
DESECHAR EL \
\ SEDIMIENTO

Figura 14: Procedimiento de cultivo celular de C. pneumoniae en muestras de tejido vascular

CULTIVO CELULAR DE Chlamydiaceae J

INOCULACION EN CULTIVO CON CENTRIFUGACION

200 pl CENTRIFUGAR
1200 g/ 45 min \

— I
e

- e 1h a37°C
—
MEDIO CON
CICLOHEXIMIDA

Figura 15: Procedimiento de cultivo celular de C. pneumoniae
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CULTIVO CELULAR DE Chlamydiaceae J

CONTROL DEL CRECIMIENTO POR VISUALIZACION

48-72 h
Uuw

v Jnn S v
TINCION
1200 g / 45 mj

MEDIO CON
CICLOHEXIMIDA —
1ml | suBCULTIVAR 8-11 VECEs |

CADA 48-72 HORAS TINCION

TINCION

Figura 16: Procedimiento de cultivo celular de C. pneumoniae

C. pneumoniae crece escasamente en el cultivo y las inclusiones formadas son
mas pequeilas que las observadas con las otras especies de clamidias. El aislamiento
se realiza mejor en células, aunque como C. trachomatis, C. pneumoniae también se
puede cultivar en sacos embrionarios de huevos de pollos (Kuo y cols., 1986). La
incorporacion de cicloheximida en el medio de cultivo, para inhibir el metabolismo
de la célula hospedadora, mejora la sensibilidad del aislamiento. La cantidad de

bacteria presente se puede expresar en UFI.
La visualizacion no se debe realizar sobre la muestra clinica, sino sobre las
células infectadas. Se pueden usar para ello los colorantes de Giemsa y naranja de

acridina o con anticuerpos especie especificos.

Mediante PCR se pueden investigar los acidos nucleicos (ADN Cr o al ARNr

16S). Esta prueba es aplicable sobre la muestra clinica. Algunos cebadores
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especificos de C. pneumoniae se han usado en la deteccion de la bacteria y dirigidos
frente a una secuencia especie especifica, de funcion desconocida (Campbell y cols.,
1992), el gen del ARNr 16S (Gaydos y cols., 1992), el gen MOMP (Kaltenboeck y
cols., 1993) y el gen de la proteina rica en cisteina de 60-kDa de la membrana
externa (Watson y cols., 1991). Han sido usados exitosamente para la deteccion en
muestras de secrecion faringea, lavado broncoalveolar (Gaydos y cols., 1994b) y
esputo (Tong y Sillis, 1993). En estos estudios, la PCR parece ser mas sensible que el

aislamiento.

La PCR ha sido también aplicada a la deteccion de C. pneumoniae en biopsias
frescas o fijadas en formol y parafina (Malinverni y cols., 1995). Junto a otras
pruebas han permitido estudiar la neumonia de la comunidad (Grayston y cols.,
1993; Tong y Sillis, 1993), la bronquitis (Grayston y cols., 1993) y la neumonia en
pacientes inmunocomprometidos (Gaydos y cols., 1993). Por tltimo, la PCR ha sido
usada para demostrar la presencia de C. pmeumoniae en ateromas coronarios y
muestras de aterectomia (Campbell y cols., 1995). No obstante la PCR presenta
varios inconvenientes (Jaqueti, 2000): la complejidad, falsos negativos debido a la
presencia de inhibidores (moco y sangre) y ADNasas en la muestra, falsos positivos
debidos a la contaminacién, y puede ser positiva sin que exista enfermedad

relacionada (Hyman y cols., 1995)
De manera similar se puede realizar la investigacion del antigeno LPS de la

bacteria u otros especificos de especie mediante anticuerpos, utiles en el estudio del

cultivo celular (Ekman y cols., 1993b).
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1.8 Tratamiento vy prevencion de la enfermedad asociada

No se suelen hacer estudios de resistencias debido a que los fracasos clinicos
son escasos y a la dificil estandarizacion de las pruebas de laboratorio. No obstante,
hay ensayos de inmunoperoxidasa que intentan solucionar este problema. Los
antibioticos a usar deben atravesar la membrana celular y el interior del CI. En este
sentido son utiles doxiciclina, macrélidos (de eleccion en nifios), quinupristin-
dalfopristin, y quinolonas. No se han publicado estudios controlados del tratamiento

de la infeccion por C. pneumoniae.

Azitromicina y claritromicina han demostrado ser efectivos frente C.
pneumoniae in vitro (Hammerschlag y cols., 1992¢; Welsh y cols., 1992) e in vivo
(Cassel y cols., 1994; Roblin y cols., 1994b). C. pneumoniae es también sensible a
las fluoroquinolonas (Hammerschlag y cols., 1992b). Eritromicina y doxiciclina
muestran in vitro buena actividad frente a la bacteria (Kuo y Grayston, 1988c), y
estos agentes se recomiendan en la terapia inicial. No es sensible in vitro a penicilina,

ampicilina o sulfamidas.

Las recidivas son frecuentes en los tratamientos cortos (Hammerschlag y cols.,
1992¢) y por lo tanto se recomienda el uso intensivo durante largo tiempo:
doxiciclina, 100 mg dos veces al dia durante 14 dias; o eritromicina, 500 mg, 4 veces
al dia durante 14 dias (o 250 mg cuatro veces al dia durante 21 dias si la dosis
elevada no es tolerada). Si los sintomas como la tos o el malestar persisten después
de un curso de antibidticos puede ser necesaria una segunda tanda. Salvo que se

demuestre resistencia, se recomienda doxiciclina para el segundo curso.
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Hasta el momento no existe vacuna disponible para el control de la infeccion.
No se suelen utilizar medidas especificas de prevencion debido a la falta de gravedad
de la enfermedad que produce, la colonizaciéon faringea asintomatica y la facil

transmision, excepto que se demuestre su participacion en la arteriosclerosis y la

esclerosis multiple.
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2. Hipotesis y objetivos

Hasta la fecha se ha investigado de forma importante la posible relacion entre
la arteriosclerosis (AT), fundamentalmente localizada en las arterias coronarias, y la
infeccion por C. pneumoniae (Cp). Sin embargo, son menos frecuentes los estudios
en sujetos con enfermedad arterial periférica oclusiva (EAPO). Con esto, se ha
querido diferenciar este proceso de la enfermedad central, ya que: primero, parece
que la enfermedad central y la periférica son procesos con una patogenia diferente vy,
segundo, se han realizado pocos estudios, bien caracterizados, hasta la fecha sobre la
enfermedad periférica (Gutiérrez y cols., 2005). Respecto a la patogenia de la AT,
decir que la EAPO comparte cualitativamente muchos de los factores de riesgo, con
la enfermedad central, para la apariciéon de la placa de ateroma. Sin embargo, la

frecuencia de presentacion de los mismos es diferente (Fowkes y cols., 1992).

Asi, se han publicado algo mas de 43 estudios, bien caracterizados, en los que
se analiza, mediante pruebas independientes, la asociacion entre la EAPO y la
infeccion por Cp. De estos se puede concluir que existe una asociacion entre estas
cuando se utilizan las pruebas inmunohistoquimicas (Chiu y cols., 1997), PCR
anidada en biopsias de arterias (Taylor y cols., 2002), estudios de PCR en muestras
no arteriales (Al-Amor y cols., 2001), pruebas de ELISA (Linares y cols., 2001),
MIF para detectar altos titulos de IgG e IgA (Sessa y cols., 2003), y otros métodos de

deteccion de la bacteria diferentes de los anteriores (Ramos y cols., 1999).

Sin embargo, no se ha encontrado asociacion cuando se ha empleado la PCR
simple en biopsias arteriales (Rose y cols., 2002), en las pruebas de MIF que detectan
IgG en bajos niveles (Elkind y cols., 2000) o IgM (LaBiche y cols., 2001), y en los
estudios de ELISA para detectar IgM (Vécsei y cols., 2002a ; Vécsei y cols., 2002b).

Seglin lo anterior, el hallazgo de la asociacion entre la EAPO y la infeccion por
Cp depende del método empleado en estos trabajos. La mayoria establecen una
relacion con una probabilidad variable. Y no se encuentra esta relacion con las

formas menos sensibles de PCR y la IgM, ya que l6gicamente la EAPO hay que
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entenderla como una enfermedad crénica.

Por lo tanto, a nuestro entender, para obtener una conclusion definitiva, falta en
la literatura analizada un estudio con suficiente nimero de casos y muestras,
comparativo frente a controles, que utilice la combinacion de varias técnicas
microbidlogicas, entre ellas el Western-blot (WB) para detectar anticuerpos (Acs), en
un mismo sujeto y muestra, relacionando los resultados entre ellos y con la actividad
de la enfermedad. Ademas, hemos destacado el WB dado que las pruebas de MIF y
ELISA solo permiten realizar un analisis global de los Acs. sintetizados, pero no
informan frente a qué antigenos se sintetizan; y no existen estudios que se basen en
las pruebas de WB. Sin embargo, su uso en estos enfermos permitiria conocer frente
a qué antigenos se sintetizan los Acs. y, quizas, podria aportar informacion sobre la

patogenia de la enfermedad.

Por todo lo anterior, en este trabajo se desarrolla una prueba de WB para el
analisis de la respuesta de Acs frente a C. pneumoniae en sujetos con EAPO, y se
analiza su relacion con la enfermedad y la presencia de la bacteria, con los siguientes

objetivos especificos:

1.  Realizar una prueba de PCR sensible para detectar ADN de C. pneumoniae en
la placa de ateroma.

2. Establecer el serodiagnostico de la infeccidon en sujetos con EAPO y controles
adecuados mediante equipos comerciales de MIF, ELISA y WB.

3. Desarrollar una prueba de Western-blot con antigenos de C. pneumoniae.

4.  Relacionar los inmunégenos de C. pneumoniae reconocidos por los sueros de
los sujetos anteriores.

5. Asociar todas las pruebas anteriores entre si y con la situacidon clinica del

enfermo.
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3. Material y métodos

Se desarrolld6 un estudio siguiendo un modelo epidemiologico de tipo
observacional, analitico, retrospectivo, de casos y controles. La justificacion de la
eleccion de este modelo epidemioldgico vino dada por las caracteristicas propias de
una enfermedad como la arteriosclerosis (AT) donde existe un largo periodo de
induccion y desarrollo. Dicho modelo ayudo6 a estudiar de forma mas adecuada el

comportamiento de determinados factores de riesgo y etioldgicos.

El tamafio muestral necesario para obtener resultados valorables se calculd, a
priori, considerando que la seroprevalencia debia tener la menor diferencia posible
entre el grupo de casos y de controles. Basdndonos en los estudios previos descritos
en el apartado de introduccidn, se asumi6d una diferencia del 30% entre casos y
controles para una tasa en el grupo control del 40%. Partiendo de la base de que el
grupo control contaria con las 3/4 partes de individuos, respecto al grupo de casos, y
asumiendo un error 0=0,05 y una potencia del test del 80% (1-B), se calculd que el

grupo de casos deberia tener, al menos, 64 sujetos y el control 48.

Para la realizacién de este trabajo se estudiaron un total de 118 pacientes
distribuidos en los dos grupos basicos de estudio: 68 casos y 50 controles. Los casos
estuvieron conformados por pacientes arterioscleroticos, clinicamente confirmados,
en diferentes localizaciones anatomicas, distribuyéndose en cuatro subgrupos
clinicos distintos atendiendo a dicha localizacion. Los controles fueron individuos sin
evidencia alguna de enfermedad arteriosclerdtica, que acudieron a nuestro centro por
padecer patologia varicosa con indicacioén de tratamiento quirargico. Se describen a

continuacion las caracteristicas de ambos grupos.

3.1. Parametros descriptores estudiados

Para describir a ambos grupos, tanto casos como controles, se han determinado
parametros epidemioldgicos, clinicos y analiticos. Estos datos fueron recogidos en

situacion basal de los pacientes, caracterizando a cada uno de los grupos. Se
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describen los criterios de medicion y las categorias establecidas.

Edad
Medida en afios. También se clasificaron los sujetos del estudio en categorias

de edad en intervalos de 5 afios, comenzando a partir de los 55 y hasta los 85 afos.

Sexo

Masculino y femenino.

Exposicion al tabaco

A través de la realizacion de historias clinicas, se clasificd a los pacientes en
tres categorias: fumadores activos, exfumadores (sin habito tabaquico en los ultimos
seis meses y con historia anterior de tabaquismo al menos 10 afos ininterrumpidos a
lo largo de su vida) y pacientes sin ninguna relacién con el tabaquismo. Desde el
punto de vista practico se han considerado como expuestos al habito tabaquico tanto
a los fumadores, como a los exfumadores, por tanto, esta categoria la convertimos en
solo dos: relacionados con el tabaco y sin relacion con el mismo. No se ha
considerado en ningun caso la situaciéon de fumador pasivo, dado que no ha sido
posible obtener datos fiables respecto a esta cuestion; tampoco hemos dado

significacion respecto del tipo y la forma de consumo de tabaco.

Diabetes
La diabetes mellitus se ha considerado como una sola enfermedad, no
haciéndose distinciones segun el tipo de tratamiento (insulin-dependientes, o tratados
con antidiabéticos orales o dieta) o seglin el tipo de enfermedad diabética (tipo I o

).

Tension arterial
So6lo se registr6 y analizd la tension arterial sistdlica medida con

esfingomanometro estandar en brazo derecho y medida en mm de Hg, salvo en los
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pacientes en los que se conocia estenosis u oclusiones de las arterias subclavia o
axilar derecha, que se midid en brazo izquierdo. En el grupo de casos se consider6 la
tension media de los dias segundo y tercero desde el ingreso. En los controles se
midié la tension durante la Consulta de Preanestesia previa a la intervencion
quirurgica. Este parametro de tension arterial sistolica se consider6 de forma
independiente de la condicién o no de hipertensos de los pacientes y de si estaban o

no tratados con antihipertensores durante los dias segundo y tercero tras el ingreso.

Obesidad
El peso de los individuos se midié en kilogramos, siempre con la misma
bascula y en los primeros dias tras el ingreso en el grupo de casos, o en el plazo del
mes anterior a la intervencion en el grupo de controles. Se considerd a los pacientes

obesos cuando tenian un peso real superior al 30% del peso teodrico ideal.

Antecedentes de arteriopatia

Se han referido a las tres grandes formas clinicas de enfermedad
arteriosclerotica, coronaria, cerebral y periférica. Se consideré que el paciente
presentaba alguna de las tres formas cuando se document6, en su historial, al menos
un episodio clinico de enfermedad en una de esas tres manifestaciones de

arteriosclerosis.

3.2. Grupo de casos

El primer grupo se formo con 68 pacientes portadores de arteriosclerosis

sistémica que afectaba a diversos sectores arteriales.

3.2.1. Criterios de seleccion

La seleccion de estos pacientes se realizod entre los tratados en el Servicio de
Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Universitario “San Cecilio” de Granada.

Se admitieron tanto a varones como a mujeres. Este grupo lo constituyeron pacientes
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arterioscleroticos severos de distinta localizaciéon con indicacion de tratamiento
quirargico. Se incluyeron dos de las formas de enfermedad arteriosclerdtica mas

comunes:

= Enfermedad oclusiva: de localizacion aorto-iliaca, femoral o carotidea.

] Enfermedad aneurismatica: de localizacion aorto-iliaca.

La forma clinica de cada localizacion anatomica de las lesiones
arterioscleroticas es diferente, por lo que se siguieron criterios especificos de

seleccion para cada sector:

Enfermedad oclusiva o estendtica carotidea

Desde el punto de vista clinico se incluyeron 23 pacientes con estenosis
carotidea grave, es decir, pacientes con indicacidon quirtrgica basados en los criterios
de los estudios NASCET (estenosis mayor del 70% y sintomatologia de ACV o AIT
previos) (NASCET 1991), o con criterios ACAS (ACAS 1995) (estenosis graves
asintomaticas). La muestra de pared arterial obtenida fue la endarteria resecada

durante la intervencion quirtrgica.

Enfermedad oclusiva aorto-iliaca

Fueron 17 pacientes con enfermedad oclusiva o estenotica de aorta abdominal
infrarrenal o iliaca, en grado II-b (claudicacion intermitente de miembros inferiores a
menos de 250 metros), o en estadio III (dolor de reposo en miembros inferiores)
correspondiente a la clasificacion de Fontaine. Los pacientes incluidos en este
estudio fueron aquellos a los que se les pudo recoger, durante la cirugia
revascularizadora, una muestra de pared arterial enferma de arteriosclerosis. Se

obtuvo la biopsia de una zona macroscopicamente afecta de arteriosclerosis.
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Enfermedad oclusiva fémoro-poplitea

Fueron 14 pacientes con enfermedad oclusiva o estenética de arterias femoral
comun, femoral superficial o poplitea. Los pacientes seleccionados en este grupo
estaban en situacion clinica de isquemia crénica grado I1-b (claudicacion intermitente
de miembros inferiores a menos de 250 metros), grado III (dolor de reposo en
miembros inferiores) o en estadio IV (lesiones troficas isquémicas en miembros
inferiores). A los enfermos incluidos en este subgrupo también se les recogio,
durante la cirugia revascularizadora, una muestra de pared arterial

macroscOpicamente afecta de arteriosclerosis.

Enfermedad aneurismatica de aorta

En este grupo se incluyeron 14 pacientes portadores de ancurisma de aorta
abdominal infrarrenal de mas de 5 centimetros de diametro méaximo y que fueron
intervenidos quirdrgicamente para exclusion de su aneurisma. De ellos se obtuvo

también una biopsia de pared de aorta aneurismatica.

3.2.2. Criterios de exclusion
El primer criterio de exclusion fue la no aceptacion a participar en este estudio
tras informacion, y por tanto el no firmar el consentimiento informado (Anexo I) que

fue pasado a todos los candidatos.

También fueron criterios de exclusion los siguientes:

1.  Pacientes con esperanza de vida inferior a seis meses.

2. Neoplasias en tratamiento quimioterapico y/o radiotrapico.

3. Aneurismas de aorta abdominal intervenidos de urgencia por rotura o
fisuracion.

4.  Pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica con tratamiento

corticoideo a largo plazo.
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5. Pacientes que precisaban tratamiento corticoideo o inmunosupresor por
enfermedades reumadticas o autoinmunes.

6.  Pacientes con infecciones previas que precisaron terapéutica antibidtica.
7.  Pacientes alérgicos a betalactdmicos. En nuestro hospital esta
protocolizado a este tipo de pacientes realizar profilaxis preoperatoria de
cirugia arterial con eritromicina.

8.  Pacientes alérgicos a contrastes yodados.

9.  Gestacion y menores de edad.

10. En el caso de los pacientes con aneurismas, todos aquellos de posible
causa infecciosa, o no ateromatosa.

11. Hay que sefalar que no se excluyeron pacientes diabéticos, ni con

enfermedad coronaria, cerebrovascular o arterial previa conocida.

3.2.3. Criterios diagnosticos
La metodologia diagndstica que se siguid para confirmar la enfermedad

arteriosclerotica en el grupo de los casos fue la siguiente:

Exploracion clinica: haciendo especial referencia a la exploracion de pulsos a

todos los niveles, y auscultacion del arbol arterial.

Exploracion hemodinamica: se practicaron dos tipos de pruebas diagnosticas

en todos los pacientes:

a) determinacion y registro de las ondas pletismograficas en miembros
inferiores a nivel de muslos, pantorrillas y tobillos.

b) determinacién y registro de presiones sistolicas segmentarias en miembros
inferiores, utilizando como testigos la sefial Doppler de las arterias tibial posterior o

pedia.
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Todas estas pruebas se llevaron a cabo por la misma diplomada en enfermeria,
en el Laboratorio Vascular del Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular antes
referido. El aparato utilizado para todas las pruebas hemodindmicas fue VasoScan

VL (Irlanda).

Eco-Doppler: esta técnica se utilizo en los pacientes con estenosis carotidea. Se
siguieron criterios velocimétricos para calcular el grado de estenosis. Esta técnica se

realiz6 en el Servicio de Radiologia.

Ecografia abdominal: utilizada en la mayoria de los casos de aneurisma de
aorta abdominal como primera prueba diagnéstica. Esta técnica se realizd en el

Servicio de Radiologia.

Tomografia Axial Computerizada: utilizada en todos los casos de aneurisma

aortico, realizandose cortes axiales de 8 6 10 mm., tras la infusion de contraste

radioldgico intravenoso. Esta técnica se realizo en el Servicio de Radiologia.

Arteriografia: fue la técnica de eleccion en todos los casos de enfermedad
oclusiva en todas las localizaciones anatomoclinicas estudiadas: aorto-iliaca,
femoral, carotidea. Se utilizd preferentemente arteriografia convencional en
patologia proximal y periférica, y angiografia digital en patologia carotidea. Esta

técnica se realizd en el Servicio de Radiologia.

Todos los pacientes se diagnosticaron de forma conjunta por los miembros del
Servicio de Angiologia y Cirugia Vascular, conociendo todas la pruebas diagnosticas
y la situacion clinica de cada enfermo. La sintomatologia clinica siempre fue la que
orientd6 al diagnéstico de arteriosclerosis, y se confirm6 mediante los hallazgos
exploratorios obtenidos en las técnicas diagnodsticas por imagen, adecuadas en cada
territorio, como fueron: arteriografia, ecografia-doppler o TAC. En todos los casos el

diagnostico de enfermedad arteriosclerodtica y la indicacion quirurgica fue adoptada
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por consenso de los miembros del Servicio.

3.2.4. Datos epidemiologicos
El grupo de casos se formo con 68 pacientes. A continuacion se describen los
datos referidos al grupo de enfermos y a los cuatro subgrupos en funcion del sector

anatomoclinico con afectacion predominante en cada paciente.

Subgrupos clinicos
En funcion del sector arterial con indicacion quirirgica distinguimos cuatro

subgrupos (tabla 3).

El grupo "Periférico" se constituyd por pacientes con enfermedad oclusiva del
sector femoro-popliteo. En el grupo "Aneurisma" se incluyo a aquellos pacientes con
enfermedad aneurismatica abdominal infrarrenal. El grupo "Carétida" incluy6 a los
pacientes con estenosis carotidea. Por ultimo, dentro del grupo "Proximal" se

incluyeron a los pacientes con enfermedad oclusiva del sector aorto-iliaco.

SUBGRUPO PACIENTES PORCENTAJE
Periférico 14 20,6%
Aneurisma 14 20,6%
Carotida 23 33,8%
Proximal 17 25%

Tabla 3: Subgrupos de los casos

Esta catalogacion en cuatro subgrupos se bas6 en que la arteriosclerosis tiene
distintos patrones de comportamiento clinico y evolutivo dependiendo del sector que
se afecte. Como ya se coment6 anteriormente, la epidemiologia y factores de riesgo

en estas formas clinicas de arteriosclerosis son especificas.
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Edad
La edad media del grupo fue de 66,87 + 8,56 afios. Los intervalos de edad mas
frecuentes fue de los 70 a 74 afios y 60 a 64 afios. La distribucion de la edad respecto

a cada subgrupo clinico fue la que se describe en la tabla 4.

SUBGRUPO EDAD DESVIACION
Periférico 67,93 +7,14
Aneurisma 67,5 +12,15
Cardtida 65,3 +7,34
Proximal 63,59 +7,71

Tabla 4: Distribuccion de la edad en los subgrupos

Los enfermos de mayor edad desarrollaron enfermedad arteriosclerotica de los
miembros inferiores. Los mas jovenes sufrieron, fundamentalmente, estenosis o

trombosis del sector aorto-iliaco (enfermedad proximal).

Sexo

La distribucion por sexo fue: varones 57 (83,8%) y mujeres 11 (16,2%). La
distribucion dentro de los subgrupos queda reflejada en la tabla 5. Estas
distribuciones de la enfermedad arteriosclerdtica es muy similar a la observada en la
practica clinica diaria, siendo la enfermedad aneurismatica y la del sector proximal
relativamente rara en mujeres. La distribucion por sexo de la arteriosclerosis, como
se constata en la literatura, es mas frecuente en el sexo masculino, lo que coincide

con la distribucion en nuestro estudio.

SUBGRUPO HOMBRES MUJERES
Periférico 11 (78,6%) 3 (21,4%)
Aneurisma 13 (92,9%) 1(7,1%)
Cardétida 17 (73,9%) 6 (26,1%)
Proximal 16 (94,1%) 1 (5,9%)

Tabla 5: Distribucion del sexo en los subgrupos
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Habito tabaquico

Se estudi6 el habito tabaquico en los pacientes. Como ya se ha comentado, se
consider6 como expuesto al habito tabaquico tanto a los fumadores como ex-
fumadores; por tanto, encontramos que tenian relacién con el tabaquismo 51

pacientes (75%), y no tenian relacion 17 pacientes (25%).

La distribucion del factor tabaquismo dentro de los subgrupos fue la que se
expone en la tabla 6. Se demuestra que el habito tabaquico estuvo muy presente en el
grupo de enfermedad aneurismatica, aunque en todos los subgrupos mas de la mitad

de los pacientes tenian relacion con el tabaco.

Si RELACION NO RELACION

. TABACO TABACO
Periférico 10 (71,4%) 4 (28,6%)
Aneurisma 11 (78,6%) 3 (21,4%)
Cardétida 17 (73,9%) 6 (26,1%)
Proximal 13 (76,5%) 4 (23,5%)

Tabla 6: Distribucion del hébito tabaquico en los subgrupos

Diabetes

La diabetes mellitus se ha clasificado en dos categorias: diabéticos y no
diabéticos. Se encontro que habia 19 pacientes diabéticos (27,9%), frente a 49 no
diabéticos (72,1%). La distribucion dentro de los subgrupos mostré un alto numero
de casos de diabetes en el grupo de pacientes con patologia de tipo carotidea (tabla

7), y en el resto de los subgrupos la distribucion de diabéticos fue més homogénea.

SUBGRUPOS DIABETICOS NO DIABETICOS
Periférico 3 (21,4%) 11 (78,6%)
Aneurisma 4 (28,6%) 10 (71,4%)
Carétida 7 (30,4%) 16 (69,6%)
Proximal 5(29,4%) 12 (70,6%)

Tabla 7: Distribucién de la diabetes en los subgrupos
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Tension arterial sistolica
Se midio la tension arterial sistolica en todos los pacientes estudiados y mostrod
una cifra media global de 148,1 mm. de Hg + 18,4. La distribucion por subgrupos

mostrd que los aneurismas tenian una tension media superior (tabla 8).

SUBGRUPO TENSION SISTOLICA DESVIACION

Periférico 153,6 +12,8
Aneurisma 156,4 +21,7
Carotida 138,7 + 18,7
Proximal 149.4 +143

Tabla 8: Distribucion de la tensioén en los subgrupos

Obesidad
Fueron obesos 16 pacientes (23,5%), frente a 52 con peso normal (76,5%). La

distribucion en los subgrupos queda reflejada en la tabla 9.

SUBGRUPOS OBESOS NO OBESOS
Periférico 4 (28,6%) 10 (71,4%)
Aneurisma 3 (21,4%) 11 (78,6%)
Carotida 6 (26,1%) 17 (73,9%)
Proximal 3 (17,6%) 14 (82,4%)

Tabla 9: Distribucion de la obesidad en los subgrupos
Enfermedad arteriosclerotica
Se estudiaron los antecedentes de enfermedad arteriosclerdtica en los 68

pacientes. Para ello se distinguieron tres categorias:

a) Enfermedad cerebrovascular previa: considerdndose que estaba presente

cuando los pacientes habian sufrido accidente isquémico transitorio o ictus previo.

Esta circunstancia estuvo presente en 33 casos (48,5%).

b) Cardiopatia isquémica: considerdndose que estaba presente en aquellos
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pacientes que sufrian cualquier tipo de enfermedad coronaria, desde angina estable a
infarto de miocardio previo. Se incluyeron aquellos pacientes con intervencion
coronaria previa y situacion funcional normal. Esta alteracion estuvo presente en 31

casos (45,6%).

c) Enfermedad vascular periférica previa: Se considero solo a aquellos

pacientes que habian sufrido técnicas de cirugia arterial previa hacia més de un afio
del procedimiento actual. Antecedentes de cirugia vascular previa se encontraron en

12 pacientes (17,6%).

Destaco logicamente, que todos los pacientes del grupo carotideo fueron
intervenidos por padecer enfermedad cerebrovascular. La cardiopatia isquémica fue
el antecedente mas frecuente en todos los subgrupos. Destacando especialmente en el
subgrupo de enfermedad aneurismatica. También se encontrd una pobre asociacion
entre los antecedentes de cirugia arterial previa con cualquiera de los subgrupos

clinicos.

Colesterol

Se estudid el nivel de colesterol en muestra sanguinea en el grupo de casos,
donde se determino un valor de la media de 205,28 mg/dl con una desviacion tipica
de 41,53. Se define como hipercolesterolemia aquellos valores iguales o superiores a
220 mg/dl. En el grupo de casos 24 sujetos (35,3%) fueron hipercolesterolémicos,
frente a 44 (64,7%) no hipercolesterolémicos. La distribucion entre los diferentes

grupos de casos se describe en la tabla 10.

SUBGRUPOS HIPERCOLESTE- NO HIPERCOLESTE-

ROLEMICOS ROLEMICOS
Periférico 6 (42,9%) 8 (57,1%)
Aneurisma 6 (42,9%) 8 (57,1%)
Carotida 8 (34,8%) 15 (65,2%)
Proximal 4 (23,5%) 13 (76,5%)

Tabla 10: Distribucién de la hipercolesterolemia en subgrupos
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Triglicéridos

Se estudio el nivel de triglicéridos en muestra sanguinea en el grupo de casos,
donde se determino un valor de la media de 125,44 mg/dl con una desviacion tipica
de 40,26. Se define como hipertrigliceridemia aquellos valores iguales o superiores a
150 mg/dl. En el grupo de casos 19 sujetos (27,9%) son hipertrigliceridémicos, frente
a 49 sujetos (72,1%) no hipertrigliceridémicos. La distribucion entre los diferentes

grupos de casos se describe en la tabla 11.

NO
SUBGRUPOS Hn;lig]gﬁllcé[gs@' HIPERTRIGLICE-
RIDEMICOS
Periférico 4 (28,6%) 10 (71,4%)
Aneurisma 5 (35,7%) 9 (64,3%)
Carotida 8 (34,8%) 15 (65,2%)
Proximal 2 (11,8%) 15 (88,2%)

Tabla 11: Distribucién de la hipertrigliceridemia en subgrupos

Fibrinégeno
Se estudié el nivel de fibrindgeno en muestra sanguinea en el grupo de casos,

donde se determind un valor de la media de 370,26 mg/dl con una desviacion tipica

de 97,97.

3.3. Grupo control

El grupo control se constituyé a partir de 50 individuos con insuficiencia
venosa cronica superficial, subsidiaria de tratamiento quirtrgico. El tipo de cirugia
indicada fue safenectomia mas varicectomia complementaria. Los pacientes de este
grupo no habian sido diagnosticados de arteriosclerosis periférica, coronaria o

cerebrovascular.
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3.3.1. Criterios de seleccion

Fueron seleccionados de entre los pacientes tratados en el Servicio de
Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Universitario “San Cecilio” de Granada.
El proceso de seleccion del grupo control se efectud una vez terminada la inclusion
de los casos. El motivo de este proceder fue poder ajustar el grupo control al grupo

de casos en funcion de las variables edad y sexo.

Se admitieron varones y mujeres de edad superior a 55 afios, que padecieran
insuficiencia venosa superficial con dilataciones varicosas e indicacion de
tratamiento quirdrgico. Fueron pacientes en estadio clinico II (edema persistente) o
grado III (trastornos troficos de la piel), segiin la clasificacion del Comité de
Consenso Internacional en Enfermedad Cronica Venosa (Porter y Moneta, 1995).
So6lo se incluyd a aquellos pacientes con indicacion de safenectomia interna
completa. La seleccion de los pacientes se realizé de forma continuada en el tiempo,
ajustandose segin edad y sexo. Si aceptaban participar en el estudio se iniciaba el

protocolo de anamnesis y determinaciones analiticas.

3.3.2. Criterios de exclusion

En primer lugar, la inclusion en este estudio ha sido voluntaria y no han
participado aquellos pacientes que, tras ser informados de la posibilidad de ser
incluidos en el trabajo, voluntariamente, no aceptaron firmar el consentimiento
informado que se les ofertd como garantia (Anexo I).

También fueron excluidos del estudio todos aquellos pacientes que reunian

alguno de los siguientes criterios clinicos o sociales:
1.  Pacientes menores de 55 afios, para ajustar con el grupo de casos.
2. Pacientes con Ulceras venosas, aunque estuvieran completamente cicatrizadas,
debido a que estos pacientes suelen precisar, para el tratamiento de sus

complicaciones, antibioterapia.
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3. Pacientes con episodios previos de varicoflebitis, por que también se pueden
tratar con antibioterapia, en algunas ocasiones.

4.  Pacientes con criterios clinicos de isquemia cronica de miembros inferiores. Se
han excluido incluso a los pacientes en estadio funcional I de la clasificacion de
Fontaine, esto es, ausencia de pulsos distales sin ninguna clinica isquémica.

5. Pacientes con antecedentes de enfermedad cerebrovascular.

6.  Pacientes con cardiopatia isquémica.

7.  Pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica con tratamiento
corticoideo a largo plazo.

8.  Pacientes que precisaban tratamiento corticoideo o inmunosupresor por
enfermedades reumaticas o autoinmunes.

9.  Pacientes alérgicos a betalactamicos.

10. La diabetes no se considero criterio de exclusion.

3.3.3. Criterios diagnosticos

La metodologia diagndstica que se siguid en este grupo de pacientes se orientd
a asegurar que no sufrian arteriosclerosis. Las pruebas clinicas e instrumentales
utilizadas para el diagnostico de la enfermedad varicosa no tienen relevancia alguna
para el estudio sobre enfermedad arteriosclerdtica. La metodologia ha sido la

siguiente:

Exploracion clinica: con especial atencion a la exploracion de pulsos a todos

los niveles, y auscultacion del arbol arterial.

Electrocardiograma basal: como prueba diagnodstica de la bateria del estudio

preanestésico, también sirvio para asegurar la ausencia de enfermedad coronaria.

Exploraciéon hemodinamica: sélo se practico cuando, aun existiendo pulsos

distales en los miembros inferiores, en la anamnesis surgio alguna duda de posible
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presencia de enfermedad isquémica. Las técnicas seguidas fueron: determinacion y
registro de las ondas pletismograficas en miembros inferiores a nivel de muslos,
pantorrillas y tobillos; y, en algunos casos, determinacion y registro de presiones

sistolicas segmentarias en miembros inferiores.

Eco-Doppler: esta técnica se ha utilizado para el diagndstico y planificacion de
la cirugia de varices sobre el sistema venoso superficial. También se ha practicado
una exploracién bésica a nivel carotideo para descartar la presencia de estenosis

carotidea asintomatica.

3.3.4. Datos epidemiologicos

El grupo control estuvo formado por 50 pacientes.

Edad

La edad media del grupo fue de 60,12 afios £+ 3,49. Aunque se hubiera
asegurado un mejor ajuste admitiendo a pacientes mas mayores, generalmente no hay
muchos pacientes mayores de 70 afos con indicacion de cirugia de varices. El
beneficio potencial de la reseccion de varices en varones, de edad avanzada, con
posibles enfermedades que eleven el riesgo quirurgico, no estd demostrado. De
cualquier manera, mas de la mitad de los pacientes del grupo control fueron mayores

de 60 afios.

Sexo
El sexo sigui6 una distribucion ajustada a la del grupo control. Se reclutaron 40

varones (80%) y 10 mujeres (20%).
Habito tabaquico

Aunque en principio no se persiguid el ajuste por este factor, se encontré una

distribucion parecida a la del grupo de casos. Se siguieron las mismas categorias
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anteriormente utilizadas: fumadores activos, pacientes sin ninguna relacion con el
tabaquismo, y exfumadores. La distribucion de este factor es el que se describe en la
tabla 12. Desde el punto de vista practico, también se consideraron como expuestos
al habito tabaquico, tanto a los fumadores como exfumadores; por tanto esta
categoria se convirtid en solo dos: con relacion al tabaquismo 30 pacientes (60%) y

sin relacion alguna con el tabaquismo 20 pacientes (40%).

SEXO RELACION CON EL NO RELACION CON EL
TABACO TABACO
Varones 25 (62,5%) 15 (37,5%)
Mujeres 5 (50%) 5 (50%)

Tabla 12: Relacion del tabaquismo en funcién del sexo en los controles

Diabetes

Han sido pocos los pacientes diabéticos que se encontraron en este grupo.

Solamente dos casos y ambos eran varones (tabla 13).

SEXO DIABETICO NO DIABETICO
Varones 2 (5%) 38 (95%)
Mujeres 0 10 (100%)

Tabla 13: Relacion de la diabetes segiin el sexo en los controles

Tension arterial sistolica

Se midio la tension arterial sistolica en todos los pacientes del grupo control,
mostrando una cifra media global de: 122,6 mm de Hg + 15,2. Respecto al sexo se
encontr6 que la media en los varones fue de 124,3 £ 15,5 y en la mujeres de 116 +

12,6.

La condicion de hipertenso se presentd en 4 casos (8%), de ellos 3 varones y

una mujer.
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Obesidad

Considerando los mismos parametros de obesidad que los referidos en el grupo
de casos, se hall6 que 14 pacientes eran obesos (28%) frente a 36 con normopeso,
(72%). La distribucion por sexo mostrd que habia 8 varones obesos (57,1%), frente a

6 mujeres (42,9%).

Enfermedad arteriosclerdtica
En este grupo se excluyd a todos los pacientes con antecedentes de

arteriosclerosis.

Colesterol

Se estudio el nivel de colesterol en muestra sanguinea en el grupo de controles,
donde se determind un valor de la media de 170,42 mg/dl con una desviacion tipica
de 25,1. En el grupo de controles 2 sujetos (4%) fueron hipercolesterolémicos, frente

a 48 sujetos (96%) no hipercolesterolémicos.

Triglicéridos

Se estudid el nivel de triglicéridos en muestra sanguinea en el grupo de
controles, donde se determind un valor de la media de 104,04 mg/dl con una
desviacion tipica de 37,65. En el grupo de controles 4 sujetos (8%) eran

hipertrigliceridémicos, frente a 46 sujetos (92%) no hipertrigliceridémicos.

Fibrinogeno
Se estudid el nivel de fibrindgeno en muestra sanguinea en el grupo de
controles, donde se determiné un valor de la media de 355,0 mg/dl con una

desviacion tipica de 79,11.
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3.4. Obtencion de muestras para el estudio

Para estudiar el papel de la infeccion por C. pneumoniae, en ambos grupos se
efectuaron determinaciones serologicas para evaluar la seroprevalencia, Western-blot
de suero para determinacion de perfil antigénico y se investigé la presencia del

patogeno en biopsias arteriales.

3.4.1. Muestras para serologia

Las muestras serologicas, para determinar la respuesta inmune frente a C.
pneumoniae, se obtuvieron en los dos dias siguientes al ingreso hospitalario. Se
consiguié una muestra de sangre periférica de 3 ml de la que se obtuvo el suero, que

se conservo a -20 °C hasta su posterior procesamiento.

3.4.2. Biopsias de arteria

De todos los pacientes, casos y controles, se obtuvieron biopsias de pared
arterial para investigar la presencia de ADN de C. pneumoniae. Del grupo de
pacientes-casos se consiguid una muestra especifica de cada zona arterial patologica,

y de los controles se obtuvo un segmento de arteria sana (arteria pudenda).

3.4.2.1. Grupo de casos

De cada subgrupo de pacientes se obtuvo una biopsia de la zona afectada por la
arteriosclerosis. Se evitd recoger zona de trombo parietal, dado que los trombos
arteriales adheridos a pared ateromatosa son muy pobres en células, salvo hematies y

plaquetas. A continuacion se describen las zonas biopsiadas en cada subgrupo:
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Subgrupo “caré6tida”

En este subgrupo la muestra obtenida fue la endarteria de la cardtida en su zona

mas estendtica, y se obtuvo durante la cirugia (figura 17). La muestra de pared, como
en todas las endarterectomias, incluyé el endotelio ateromatoso y los dos tercios

medios de la media, hasta la membrana limitante externa.

ENDARTERIA

PLANO DE LA
ENDARTERFECTOMIA

Figura 17: Estenosis carotidea. Técnica quirurgica.
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Subgrupo “periférico”

En este subgrupo la muestra obtenida fue preferentemente de arteria femoral
(figura 18). En todos los casos se consiguié una muestra de al menos 1 cm” de pared
arterial que presentara engrosamiento arteriosclerdtico. Se eliminaron del estudio las
muestras fuertemente calcificadas. La biopsia siempre incluyé todas las capas de la

pared arterial.

ZONAS BIOPSIADAS:
FEMORAL SUPERFICIAL

Figura 18: Obliteracion femoral superficial y poplitea
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Subgrupo “proximal”

En el subgrupo de pacientes portadores de patologia aorto-iliaca se obtuvieron
muestras de pared arterial (figura 19). Al igual que en el grupo anterior, la muestra

fue de toda la pared arterial, siempre con arteriosclerosis macroscopica.

ENFERMEDAD OCLUSIVA
AORTO-ILIACA PROXIMAL

ZONA BIOPSIADA

Figura 19: Patologia aorto-iliaca
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Subgrupo “aneurisma”

A los pacientes con enfermedad aneurismatica de la aorta infrarrenal se les
recogio una muestra de pared del aneurisma (figura 20). Las biopsias se obtuvieron

de la zona anterior del aneurisma evitando siempre la zona posterior de la aorta, que

no suele estar afectada de patologia ectasiante.

PARED AORTICA DILATADA

ZONA BIOPSIADA

Figura 20: Aneurisma aortico infrarrenal
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3.4.2.2. Grupo control

En los 50 pacientes del grupo control la muestra de arteria que se recogio fue
un trozo de 1 cm de la arteria pudenda externa, rama muscular de la arteria femoral
comun. La arteria pudenda externa topograficamente cruza dorsal y perpendicular a
la porcién mas proximal de la safena interna justo a nivel del cayado de esta vena
(figura 21). Para facilitar la extraccion de esta arteria se utilizd a un grupo de
pacientes ajustado segun edad y sexo que padecian patologia varicosa con
insuficiencia ostial del cayado de safena interna, que como hemos comentado
anteriormente, anatdmicamente esta en vecindad con la arteria pudenda. Por otra
parte, la reseccion y extraccion de este segmento de arteria pudenda, no plantea

ningun problema clinico en sujetos sanos.

VENA SAFENA

ARTERIA
PUDENDA
EXTERNA

Figura 21: Relacion del cayado y la vena safena.
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Entonces, se recogieron un total de 118 muestras de vasos. Que se
distribuyeron del siguiente modo:
¢ 68 biopsias de arterias con enfermedad arteriosclerotica.

¢ 50 segmentos de arteria pudenda.

En todos los casos la masa de arteria recogida fue al menos de medio
centimetro cubico, salvo en el caso de la arteria pudenda, que fue menor. El diametro
de esta arteria es de 1 mm, aproximadamente, y la longitud extraida, ha sido,

generalmente, de 1 cm.

Las biopsias fueron inmediatamente lavadas con suero fisiologico, en el mismo
quiréfano y en ambiente estéril. Se incluyeron inmediatamente en frascos estériles
con medio de transporte y conservaciéon S.P.G.-2 (tampon de acido glutamico,
sacarosa y fosfato) (Gibco, Reino Unido). La composicion del S.P.G.-2 por litro es:
75 g. de sacarosa, 0,52 g. de KH,PO4, 1,22 g. de Na,HPO, y 0,72g de acido

glutamico.

Una vez rotuladas, se refrigeraron en congelador a temperatura de entre -4°C y
-10°C durante un periodo de 4 a 16 horas. Tras esta primera congelacién se
transportaron en cubeta isotérmica, asegurando la cadena de frio, hasta un congelador
con temperatura media constante de —70°C, en almacenamiento, hasta su posterior

procesamiento mediante heminested PCR.

3.5. Metodologia analitica

Se describe a continuacion la metodologia analitica seguida para efectuar todas
las determinaciones de laboratorio. Estas fueron las siguientes: nivel de colesterol,
nivel de triglicéridos, fibrindgeno, serologia de anticuerpos frente a C. pneumoniae,
determinacion de ADN de C. pmneumoniae mediante reaccion en cadena de

polimerasa.

-101-




Chlamydophila pneumoniae

3.5.1. Nivel de colesterol

Se ha medido el nivel de colesterol total en todos los pacientes. La
determinacion de colesterol se hizo mediante la técnica del test enzimatico in vitro
para la determinacién cuantitativa del colesterol en suero y plasma humanos
(Colesterol CHOD-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) con el
analizador automatico de quimica clinica, Hitachi-Boehringer-Mannheim modelo
917. La determinacion de colesterol de Roche cumple con los requisitos de 1992 del
National Institute of Health (NIH) en cuanto a un rendimiento aceptable (precisiones
y segmento de eje < 3%). Se ha considerado a los pacientes como

hipercolesterolémicos cuando su nivel de colesterol superaba los 220 mg/dl.

El método se basa en la determinacion de 4-colestenona después del
desdoblamiento enzimdtico de los ésteres de colesterol con colesterolesterasa y la
transformacion del colesterol por una colesteroloxidasa, asi como la medicion
subsiguiente del peroxido de hidrogeno formado a través de una reaccion de Trinder.
La optimizacion del desdoblamiento de los ésteres (>99,5%) permite la
estandarizacion por standards primarios y secundarios y una comparacion directa con
los métodos de referencia del Center of Disease Control (CDC) y del National

Institute of Standards and Technology (NIST), ambos de los Estados Unidos.

3.5.2. Niveles de triglicéridos

La determinacion de triglicéridos se hizo mediante la técnica del test
enzimatico in vitro para la determinacidén cuantitativa de triglicéridos en suero y
plasma humanos (triglicéridos GPO-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania)
con el analizador automatico de quimica clinica, Hitachi-Boehriger-Mannheim,
modelo 917. Se ha considerado que los pacientes padecian hipertrigliceridemia

cuando su nivel de triglicéridos en sangre superaba los 150 mg/dl.

-102-



3. Material y métodos

El método emplea una lipasa lipoproteica de microorganismos para la hidrolisis
completa y rapida de triglicéridos a glicerol con oxidacion subsiguiente a dihidroxi-
acetonafosfato y peroxido de hidrogeno. El peroxido de hidrogeno forma, bajo la
accion catalitica de la peroxidasa con 4-aminofenazona y 4-clorofenol, un colorante

rojo en una reaccion de punto final segin Trinder.

3.5.3. Nivel de fibrinogeno

El fibrindgeno se midié como marcador de proceso inflamatorio cronico, con el

fin de intentar establecer un paralelismo entre afectacion sistémica y seroprevalencia.

El kit y el robot analizador utilizado, establecen como niveles de fibrindgeno
normal y bajo, los valores de 277 mg/dl y 118 mg/dl, respectivamente, siendo éstos
los niveles aceptados por el laboratorio de Hematologia del Hospital Universitario

“San Cecilio” de Granada.

La determinacion de fibrindogeno se hizo mediante la técnica del calculo del
fibrindgeno derivado, mediante el Kit de tromboplastina PT-Fibrinogen HS
(Instrumentation Laboratory, Milan, Italia) en el analizador ACL Futura

(Instrumentation Laboratory Company, Lexington, EE.UU).

El kit PT-Fibrinogen HS es un extracto liofilizado de cerebro de conejo con
una concentracion Optima de iones de calcio y compuesto por viales de
tromboplastina de cerebro de conejo con estabilizantes, polibrene (inhibidor de
heparina), tampon y conservantes. Un especial y meticuloso procedimiento de
fabricacion ha conseguido una alta sensibilidad para los factores II, V, VII y X,
dando resultados comparables con el Estandar de Referencia Internacional. La alta
sensibilidad analitica hace a este reactivo particularmente apropiado para la

monitorizacidon de los niveles de fibrindgeno.
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3.5.4. Investigacion del ADN de C. pneumoniae

Se llevd a cabo la deteccion, en todas las muestras, del genoma de la bacteria
mediante heminested-PCR. La secuencia de ADN estudiada correspondié a un
fragmento, de 474 pares de bases, denominado Pst-1. Este fue secuenciado el 7 de
mayo de 1992 por Campbell y cols. (1992), del grupo de Grayston, en Seattle
(EEUU.). Esta secuencia se haya en el locus S83995 (PubMed, GenBank, NCBI
gibbsq 83995). El recuento de bases es el siguiente: 157 adenina, 91 citosina, 106

guanidina, 120 timina.

La secuencia completa de bases es la siguiente (en negrita se reflejan la
secuencia de los primers HL-1, HM-1 y HR-1 con la direccion de polimerizacion

sefialada con flechas):

1 HL-1 >
CCATTATTCACCGTCGTACAGCAGAAATCGTTGTTCATGAAGGCCTACT
CTTTGATCAAG

61

AGACAATAGAACGGATAGAACAAGAAGATTTAGTGGATCTTTTAATGCC
TAACTGTGAAA

121
TGTATGAAGTGTTGAAAGGACTTCTATCAGATTACGAAACGGCATTACAA
CGGCTAGAAA

181
TCAATTATAAGACTGAAGTTGAGCATATTCGTGAGGGAGATGCAGATTTA
GATCATG HM-1

238 >
GTGTCATTCGCCAAGGTTAAAGTCTACGTTGCCTCTAAGAGAAAA

CTTCAAGTTGGAGA
297
TAAAATGGCTGGACGACACGGAAATAAAGGTGTTGTTTCCAAAATCGTTC
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CCGAAGCGGATATG

361
CCATATCTCTCTAACGGAGAAACTGTACAAATGATCCCTGAACCCCCCCT
CGGTGCCTTC

421 HR-1

<

AAGGATGAACCTTGGACAGGTATTAGAAACACACCGTAGGTTATGCAG
CAAAAC

Condiciones generales de la PCR

Para prevenir la posible contaminacion y resultados de falsos positivos, se
tomaron muchas precauciones en cada paso del ensayo. Asi, la premezcla de los
reactivos, la extraccion del ADN, la amplificacion y la deteccion, fueron realizados
en estancias diferentes. Las batas, las pipetas, las puntas anti-aerosoles, los tubos y
los reactivos fueron mantenidos en cada habitacion. Se hicieron cambios de guantes
con frecuencia. Durante la adiciéon del ADN a los tubos de amplificacion, se

emplearon mascarillas faciales.

Los controles negativos incluyeron un control libre de ADN (H,O bidestilada
estéril). Los controles positivos internos incluyeron un ADN diferente al de la
bacteria (gen de la -Actina), y los controles positivos externos contenian el genoma
purificado de la bacteria. Al menos dos controles negativos se emplearon para el
analisis de cada 10 muestras clinicas. Para prevenir los falsos negativos las
premezclas de los reactivos de amplificacion fueron alicuotadas, y los extractos de
ADN fueron analizados detectando el gen de la B-Actina mediante PCR. Todos los

extractos de ADN fueron amplificados por duplicado o triplicado.
Preparacion de las muestras

Las biopsias, una vez obtenidas, fueron inmediatamente lavadas con suero

fisioldgico y se incluyeron en el medio de transporte y conservacion estéril SPG-2.
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También se extrajo ADN de cuerpo reticular de C. pneumoniae (Vircell, Granada,

Espatfia).

Estas muestras se refrigeraron entre -4°C y -10°C durante un periodo de 4 a 12
horas para después mantenerlas a —70°C hasta su posterior procesamiento mediante

heminested-PCR.

Extraccion

Se inici6 una vez descongelada y cortada la muestra. Para 25-50 mg de tejido
se afiadi6 200 pl de tampodn de lisis y 40 ul de Proteinasa K. La mezcla se incubo
durante 1 hora a 55°C. A continuacion se afiadié 200 pl de tampoén de union y se

incub6 10 minutos a 72°C.
Posteriormente, se afiadié 100 pl de isopropanol y se transfirio la mayoria del

material a un tubo con filtro que, tras lavados sucesivos, permitid obtener un

sedimento de 200 pl que se conservé a — 20°C hasta su procesamiento por PCR
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Amplificacion
Primera PCR
Se descongelaron los reactivos, menos la polimerasa, y se mantuvieron en frio.

Se afiadieron los reactivos en el siguiente orden expresado en la tabla 14.

REACTIVO VOLUMEN 1TUBo ~ CONCENTRACION
FINAL
Agua destilada estéril 61,075
Tampon PCR 10X 10 1X
MgCl 20 5 mM
DNTP 0,5 50 uM
Primer 1 (HL-1) 2,5 0,5 uM
Primer 2 (HR-1) 0,725 0,5 uM
[P-Actina A 1,5
P-Actina B 1,5
Taq DNA Polimerasa 0,2 1 U/100 pl
Volumen total 98

Tabla 14: Reactivos para la primera PCR

Secuencia de los cebadores de la B-Actina
B-Actina A: 5'- AGGCCAACCGCGAGAAGATGACC -3’
B-Actina B: 5'- GAAGTCCAGGGCGACGTAGCAC - 3’

Se anadieron 2 pl del extraido de muestra, agua destilada o control positivo de
C. pneumoniae a cada vial de 98 ul. La PCR se realizd en un termociclador
Mastercycler Personal (Eppendorf, Alemania), bajo el siguiente protocolo:
desnaturalizacion durante 4 min. a 96°C para posteriormente realizar cuarenta ciclos
de amplificacion consistentes en desnaturalizacion a 96°C durante un minuto,
alineamiento a 55°C durante 1 min. e integracion del primer a 72° durante 1 min. La

amplificacion fue completada con una incubacion final a 72°C durante 10 min.
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Segunda PCR:

Se afiadieron los reactivos en la siguiente forma (tabla 15):

REACTIVO VOLUMEN 1 TUBO CONCENTRACION
Agua destilada estéril 72,317
Tampon PCR 10X 10 1X
MgCl 12 3 mM
DNTP 2 200 uM
Primer 1 (HM-1) 0,758 0,5 uM
Primer 2 (HR-1) 0,725 0,5 uM
Taq DNA Polimerasa 0,2 1 U/100 pl
Volumen total 98

Tabla 15: Reactivos de la segunda PCR

Se anadieron 2 pl del primer amplificado a la mezcla de 98 pl. Las condiciones
de amplificaciéon fueron similares a las anteriormente descritas excepto que el

realineamiento se hizo a 48° C.

Revelado e interpretacion de los resultados

20 ul del producto final de la segunda PCR, se sometieron a electroforesis en
gel de agarosa al 2% sometido a 110 V durante 1 h., en un tampoén de Tris-Borato-
EDTA (pH 8.,3). Los 4cidos nucleicos se visualizaron por tincién con bromuro de
etidio. Para la interpretacion de los resultados se sigui6 el criterio de observacion de
bandas (figura 22). La lectura se considerd positiva cuando aparecio en el gel una
banda de 229 pares de bases con o sin otra banda de 437 pares de bases. La lectura se
considero negativa cuando no aparecieron las bandas anteriores pero si la derivada
del gen de la B-Actina, de 331 pares de bases. Si ninguna de las tres bandas estuvo

presente el resultado se considerd no concluyente.
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229bp

Figura 22: Amplificacion del ADN de C. pneumoniae: Por orden:
1: MW 154-2176 pb; 2 y 4: controles negativos; 3: positivo; 5: MW 8-587

3.5.5. Inmunofluorescencia indirecta
Se investigaron los anticuerpos en suero mediante dilucion de la muestra a un
titulo de 1/32, dilucidon que asegura la especificidad de la reaccion y tiene suficiente

sensibilidad para detectar los anticuerpos.

Se utilizaron equipos comerciales con cuerpos elementales de C. pneumoniae
fijados (Focus, EEUU.) y purificados de la presencia del LPS mediante sarcosil. Las
muestras fueron estudiadas por duplicado, para confirmar la validez de los
resultados. La lectura se realizd en microscopio de fluorescencia Olympus BX40F4
(Japon) con objetivo de 400X, y la interpretacion de los resultados de los

portaobjetos se realiz6 por personal cualificado con experiencia.
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3.5.6. ELISA

3.5.6.1. ELISA para detectar IgG e IgA anti-CE

Se us6 un ELISA comercial (C. pneumoniae, Vircell, Espaiia) que emplea un
complejo de membrana externa de Chlamydophila. Para ello, la cepa de C.
pneumoniae 2023 (ATCC 1356 VR) crecido en células HEp2 con 1 pg/ml de
cicloheximida. El antigeno se obtuvo a partir de CEs purificados por tratamiento con
fosfato sddico 10 mM con sarcosil al 2%, EDTA 1,5 mM y NaCl 0,14 mM. Las
placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorb, Dinamarca) se recubrieron con el antigeno
anterior (0,2 pg/pocillo) en PBS 8,5 mM. Se dispens6 en cada pocillo 100 pl del
suero diluido a 1/20 y se incub6 a 37° C durante 45 min. En el caso de la IgA la
muestra se diluy6o con anti-IgG (DadeBehring Diagnostics Inc., Alemania). En un
segundo paso, se anadieron 100 pl de una anti-IgG o anti-IgA humana conjugada con
peroxidasa y se incub6 a 37°C durante 30 min. Como sustrato se usaron 100 pl de
tetrametilbencidina y la reaccion se detuvo tras 20 minutos con 50 ul de acido

sulfarico 0,5 M. Las absorbancias se midieron a 450/620 nm.

3.5.6.2. ELISA para detectar IgG e IgA anti-LPS

Como antigeno se empled un fragmento especifico del LPS de la membrana
externa de clamidia, quimicamente definido, fijado a pocillos de una placa de
microtitulacion (Chlamydien-rELISA, Medac, Alemania). Los sueros se diluyeron al
1/100 y se anadieron 50 ul por pocillo (por duplicado). Tras 60 minutos de
incubacion a 37°C, se anadieron 50 ul de IgG de cabra, anti-IgG o anti-IgA humana
segun fuera el ensayo, conjugada con peroxidasa, y se incub6 durante 60 minutos. A
continuacion, se anadié a cada pocillo 50 pl de ABTS/H,0, y se dejo incubar 30
min. Finalmente, se detuvo la reaccion con H,SO4 0,5 M y se leyd mediante

espectrofotometro a una longitud de onda de 450/620 nm.
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Todos los ensayos incluyeron controles positivos, positivos limite (por
duplicado) y negativos. Los resultados de las cuatro pruebas anteriores se expresaron
como indices, dividiendo la absorbancia de la muestra por la del positivo limite. Para

el analisis de resultados solo se considero positivo un indice > 1,1.

Las muestras con un resultado dudoso se repitieron y el nuevo valor se

considerd como definitivo en caso de ser positivo o negativo.

3.5.7. Western-blot comercial de C. pneumoniae

Se us6 una prueba comercial (Chlamydia pneumoniae 1gG+IgA Inmunoblot,
AID GmbH, Alemania) con antigenos de Chlamydophila pneumoniae separados
electroforéticamente mediante SDS-PAGE. Se adicion6 1 ml del suero diluido (1/51)
a cada tira y se incubd 40 min. En el caso de la IgA, la muestra se diluy6é con anti-
IgG (DadeBehring Diagnostics Inc., Alemania). En un segundo paso, se anadio 1 ml
de anti-IgG o anti-IgA humana conjugada con fosfatasa alcalina y se incubd 30 min.
Como sustrato se us6 1 ml de S5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato / azul de

nitrotetrazolio y la reaccion se detuvo tras 15 min con 1 ml de acido acético al 3%.

La interpretacion fue realizada con el sistema de AID-SCAN. Este se basa en
tiras especificas de referencia (figura 23) cuya informacién esta almacenada en un
disco y se emplea como patron de referencia en la prueba de Western-blot. El sistema
dispone de un programa que compara las posiciones de las bandas obtenidas con las
de referencia. Si se confirman las bandas, éstas se identifican y se expone el
resultado. Esta prueba interpreta la presencia de las siguientes bandas: LPSs (de 3
pesos moleculares diferentes); 35 kDa, 39 kDa, 48 kDa, 54 kDa, 60 kDa, 90 kDa, 92
kDa y 98 kDa.

-111-



Chlamydophila pneumoniae

:l Kitspezifische Auswertehilfe

| Chlamydia pneum. Immunoblot

Funktionskontrolle O E—

1
5 —
=
98 kD —
|_—92kD =
90 kD —
HSP 60 P
—
54 kD o=
—_
- 48kD ==
—— 39 kD —

35 kD

LPS"

Basislinie

= qQiD
|

Figura 23: Patron de referencia del equipo comercial

3.5.8. Western-blot “in house” de C. pneumoniae
Antes de pasar a su desarrollo quiero expresar que, debido al agotamiento de
las muestras, no fue posible su aplicacion en todas las muestras de suero. De esta

forma se realiz6 en 56 casos y 48 controles.

3.5.8.1. Electroforesis en SDS-PAGE

Para la realizacion del Western-blot (WB), en una primera fase, se prepararon
las tiras con antigeno separado que posteriormente se utilizaron. Esto incluyo
inicialmente el procesamiento de los extractos crudos. Se utilizé la cepa VR 1356 de
C. pneumoniae inoculadas en células HEp-2 crecidas en medio RPMI (BioWhihaker,
EEUU) con un 10% de Suero Fetal Bovino (Kraeber, Alemania). Se realiz6 una
inoculacién por centrifugacion a 1500g durante 45 min; como medio de crecimiento
se empled RPMI (BioWhihaker, EEUU) con cicloheximida (Sigma, EEUU) a una
concentracion de lpg/ml. Las monocapas celulares asi infectadas se incubaron

durante 96 h. A partir de las mismas, se obtuvieron CE mediante un proceso de
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centrifuagion.

Los CE fueron, mediante el procedimiento de Ladany y cols. (1989),
descongelados y resuspendidos, sucesivamente, en tampon de lisis al 16% (SDS 1%,
DTT 0,2 mM, urea 3 M, fosfato sodico 100 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) con NaCl
0,5 M, lisozima (100 mg/ml, Roche, Suiza) e inhibidores de la proteasa 1x (Roche,
Suiza). Se lisaron por sonicacion (15 seg. al 50%, Bandelin Sonopuls GM 70,
Alemania) y fueron hervidos durante 10 min. Posteriormente, varios volimenes
anteriores fueron cargados en un gel de electroforesis al 15% para establecer el
volumen correcto del extracto que se uso en el Western-blot. Antes de realizar el WB
del material, los extractos se evaluaron en geles de electroforesis tefiiddos con Azul de
Coomasie (Azul de Coomassie, Pierce Chem., USA), hasta en 3 ocasiones, para
estimar la presencia idonea de las bandas proteicas: cuando se observd una
separacion y homogeneidad optima de las mismas (figura 24). Se realizd una
determinacion de Bradford tras la sonicacion para determinar la cantidad de proteinas

que se estaban cargando por pocillo en la electroforesis de proteinas.

PM Sp 10p

Figura 24: Electroforesis del digerido de los cuerpos elementales para la puesta a punto de la

cantidad de C. pneumoniae idonea
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Para la elaboracion de los geles (figura 25) se utilizaron los “casting stand”
(Bio-Rad, EEUU) con spacers de 0,75 mm de espesor que permiten obtener 2 geles
de 6 x 8 cm. El déposito de la solucion de acrilamida (“separating gel”’) se hizo con
la ayuda de una pipeta. A continuacion se dispenso isopropanol en la superficie de
cada gel. Se dejo polimerizar a temperatura ambiente durante 1 hora, se elimin6 el
isopropanol y se afiadié una solucion de “stacking gel” intercalando los peines entre
los cristales para modelar 10 pocillos. Se dejo polimerizar la solucion 1 hora a
temperatura ambiente, y se extrajo el peine. Por ultimo, se lavaron los pocillos con la
solucion de tampon de migracion ("running buffer") y se colocaron los geles en la
cubeta de electroforesis. Los geles obtenidos se conservaron entre las placa de vidrio,

en camara humeda a 4°C, durante 2-3 dias, si su uso no fue inmediato.

TEr A

T

Figura 25: Preparacion de geles y cdmara de electroforesis

Para la realizacion de todas las electroforesis se siguid el método de Laemmli
(1970). Para ello se utilizo una mini-camara electroforética (Mini Protean 3 Cell, Bio
Rad, EEUU) con una fuente de alimentacion (Power Pac 3000, Bio-Rad, EEUU) a
150 V, constante, y 50 mA (figura 25).
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Se prepararon 10 pl del extracto de la bacteria y tampon de carga a una
concentracion final 1X (“cracking buffer” 4X) para cada pocillo, que se calentaron y
enfriaron sucesivamente para desnaturalizar las proteinas. Se centrifugd (130 g, 5
seg.) y se cargo en cada pocillo. Uno, en cada gel, se reservo para el marcador de
peso molecular, a fin de estimar la movilidad relativa de las proteinas sujetas al

analisis.

Para analizar el tamafio de las proteinas del extracto el marcador de peso
molecular estuvo formado por: fosforilasa b (97 kDa), albumina (66 kDa),
ovolbumina (45 kDa), anhidrasa carbdnica (30 kDa), inhibidor de la tripsina (20,1
kDa) y lactoalblimina (14,4 kDa) (Pharmacia biotech, USA). Para analizar las bandas
proteicas presentes en el Western-blot se emple6 el marcador de peso molecular
Rainbow (Culteck Amersham, Dinamarca) compuesto por proteinas recombinantes
de referencia de bajo peso molecular (entre 10 y 250 kDa) que se incorpord en cada
electroforesis (figura 26). Estas proteinas estan marcadas con diferentes colorantes

para visualizar el desarrollo del gel sin necesidad de tedirlo.

Figura 26: Patron de peso molecular
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3.5.8.2. Inmunotransferencia

La prueba se desarrollé siguiendo la metodologia descrita por Tsang y cols.
(1983). Para ello 10 ul del extracto optimizado en su lisis se carg6 en cada pocillo del
gel SDS-PAGE (15%). Tras la electroforesis del gel, se eliminé el "stacking gel" y se
sumergid en solucion de tranferencia a 4°C. Posteriormente, se obtuvieron,
comparable al tamafio del gel, un trozo de membrana de nitrocelulosa de 0,2 um
(Acefesa, Espafia) y 2 papeles de filtro (Papel Whatman, Merk, Espafia) que se
incubaron en la soluciéon de transferencia; asi como 2 ldminas de fibra que se

mojaron en esta solucion 2 segundos antes de montar esta.

Los antigenos se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 pm
mediante la Unidad Mini Trans Blot (Bio-Rad) a 100 V, constante, y 200 mA
durante 2 horas o a 30 V y 90 mA, constante, durante toda la noche (figura 27).

Terminada ésta, se extrajo la membrana de nitrocelulosa y se afnadid Rojo
Ponceau (Sigma, Espaia) para tefiir las proteinas y permitir recortar adecuadamente
las tiras de nitrocelulosa. Posteriormente se decoloraron las tiras mediante NaOH 0,1

N.

Figura 27: Camara de WB
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3.5.8.3. Inmunodeteccion

Inicialmente las tiras fueron bloqueadas sumergiéndolas en PBS (pH 7,2; Bio-
Merieux, Francia), Tween 20 (0,1%, Merck, Espafia) y leche desnatada (5%,
Asturiana, Espafia), a temperatura ambiente durante 2 h. Una vez transcurrido este
tiempo se lavd con PBS y se colocod cada tira en un recipiente de incubacion. Se
utilizdron tantas membranas como sueros a testar en cada ensayo, asi como la

correspondiente al estandar de peso molecular.

La muestra diluida 1/50 se incub6 durante 1 hora, a temperatura ambiente, en
agitacion. Las tiras se lavaron 5 veces, se incubaron con anti-IgG, marcada con
peroxidasa (Dako, Dinamarca) diluida 1:2000 en PBS. Seguidamente, se hizo otro
ciclo de lavado igual al anterior. El sustrato utilizado fue TMB/H,0, (Kenentec
Diagnostic, Dinamarca). Las membranas fueron examinadas por el mismo
investigador, adjudicando, en funcion de la intesidad, valor de negativo, dudoso o

positivo. Las bandas de intensidad dudosa se desestimaron para este estudio.

Para la interpretacion de las bandas (figura 28) presentes se utilizo el principio
de que las movilidades relativas de las proteinas (Rf: distancia recorrida por la
proteina / frente coloreado de la fase movil) son una funcién lineal de los logaritmos
de sus pesos moleculares (Shapiro y cols., 1967). En base a esto, primero se analizo
el comportamiento del patron de los pesos moleculares utilizados en cada ensayo, lo
que permiti6 elaborar una recta de calibrado o de minimos cuadrados, para interpolar
posteriormente los resultados obtenidos en cada suero. Esta recta se utilizd en cada
grupo de desarrollo electroforético. Se calculod el Rf de cada banda obtenida, tras
enfrentar el suero del enfermo, lo que permitid calcular el correspondiente peso
molecular al extrapolar en la recta patron. La aplicacion anterior se realizo, de forma
automatica, utilizando la técnica clasica de regresion lineal con ajuste por minimos

cuadrados del polinomio de regresion.
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RF

Figura 28: Curva patron de peso molecular

3.6. Método estadistico

La hipotesis nula de este estudio estuvo representada por la demostracion de

que la infeccion por C. pneumoniae no se relaciona con la presencia de la EAPO.

Antes de la evaluacion de los resultados el 10% de las muestras fueron de

nuevo analizadas obteniéndose el mismo resultado.

El tratamiento estadistico se llevd a cabo mediante el programa SPSS version
11.5.1 (SPSS Inc. 1989-2002). El analisis de regresion logistica exacta, para conocer
la participacion de la bacteria en la presencia de la placa de ateroma, se realizo
mediante el programa LogXact (Civel Software Corporation, Version 2.1, 1996). La

prueba de Hosmer-Lemeshow se usé para ajustar el modelo.
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La comparacion de las variables continuas entre enfermos y controles se

realizé mediante la prueba T de Student.

Las variables discretas se analizaron mediante la prueba de Fischer bilateral

exactay xz.

La relacion entre variables se establecié mediante el test de correlacion R de

Pearson y la concordancia con el indice kappa.
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APENDICE

Solucion de lisis

Dodecil sulfato sodico 1% (Fluka, Suiza); Ditiotreitol 0,2 mM (Fermentas, Lituania);

Tris-HC1 50 mM pH 7,5 (Sigma, Alemania) y NaCl 0,5 M.
Solucion caotropica de dialisis

Fosfato sdédico 50 mM pH 7, Urea 8 M, NaCl 10 mM.

Gel de electroforesis

"Separating Gel": 7,28 ml de Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 al 40% (15%, Solugel,
Pronadisa, Espana), 3,91 ml de agua destilada, 0,17 ml de SDS al 10% (0,1%, Sigma,
Espafia), 4,25 ml de “separating buffer” 4X (1X, Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, Fluka,
Suiza), 17 pl. de N,N’,N,N’-tetrametil etilendiamina (0,1% TEMED, Sigma, Espafia)
127,5 pul de persulfato amonico al 10 % (0,08%, APS, Sigma, Espafia).

"Stacking Gel" : 0,48 ml de Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 al 40% (5%), 1,68 ml de
agua, 0,03 ml de SDS al 10 %(0,1%), 0,72 ml de “stacking buffer” 4X (1X Tris-HCI
0,5 M pH 6,8) , 2,7 ul. de Tris-TEMED (0,1%) y 21 ul de APS al 10% (0,08%).

Tampon de electroforesis ("Running Buffer 10X")
Base Tris 0,25M, glicina 1,93M (Fluka, Suiza), SDS 1%, agua destilada csp 1 1.
Tampon de transferencia ("7Transfer Buffer")

Base Tris 0,019M, glicina 0,15M, metanol 20% (Merck, Espafia), SDS 0,02% y agua
destilada csp 1 1.
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Tampon de la muestra ("SDS Cracking Buffer 4X")

Tampoén Tris-HCI 0,5 M 1 ml (0,0625 M, pH 6,8, 25°C), SDS 10% 1,6 ml (2%),
glicerol 100% 0,8 ml (10%), p-mercaptoetanol 100% 0,4 ml (0,71 M, Sigma,
Espafia), Azul de bromofenol 0,5 % w/v 0,2 ml (0,0025%) (Panreac, Espafia), agua

destilada 4 ml en un volumen final de 8 ml.

PBS ("Buffered Saline Ix")

NaCl 8 g, KCl1 0,2 g, Na,HPO,4 1,44 g, KH,PO4 0,24 g, agua destilada csp 1 1, pH
7,4/ HCI

Tampon de lavado ("Wash Buffer")

PBS 1x, Tween-20 0,1 %.

Tampon de bloqueo (""Blocking Buffer").

Tampon de lavado 100 ml y leche en polvo desnatada 5g.

Inmunodeteccion

Anti-inmunoglobulina G y A humanas conjugadas con peroxidasa (Dako,

Dinamarca) 1/2000 en tampoén de lavado.

Sustrato 4460-A TMB blotting plus 3°,3,5°,5-tetrametilbenzidina y peréxido de
hidrégeno ( KEN EN TEC diagnostic, Dinamarca).

Soluciones de Revelado

"Coomassie" (Tampodn de tefiido): Coomassie blue brilliant R-250 2,5 g ( Bio-rad,
EEUU), metanol 50%, acido acético glacial 9% y agua destilada csp 1 1.
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"Destain" (Tampon de decoloracion): acido acético glacial 10% y agua destilada csp

1L

"Rojo Ponceau" (Tampo6n de visualizacion): S. solution (0,1%, Sigma, Espafia) y

acido acético glacial 5% v/v.
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ANEXO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

El servivio de Angiologia y Cirugia Vascular del Hospital Clinico
Universitario esta llevando a cabo un estudio clinico en pacientes sometidos a cirugia

arterial/venosa, como en su caso.

El estudio consiste en obtener una serie de muestras bioldgicas antes y durante
la intervencién quirargica. No se modifica la intervencidon quirurgica por la

obtencién de estas muestras, y no se deriva riesgo extra para usted.

Se obtendran muestras de sangre antes de operarse, y durante la intervencion se

analizard un trozo de arteria enferma/sana de arteriosclerosis.

ESTUDIO CLINICO: ”Deteccion de C. pneumoniae en la

arteriosclerosis”.
D T P (nombre y apellidos)
he leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con............ccooiiiiiiiiiiiii (nombre investigador).
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1° Cuando quiera.
2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: Firma del participante
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4. Resultados

4.1. Caracteristicas clinicas de los casos vy controles

A partir de 118 sujetos se obtuvieron muestras adecuadas para el analisis, sin
pérdida accidental o destrucciéon de la misma, salvo en las muestras de suero
sefialadas anteriormente, por agotamiento, para la realizacion del Western-blot “in
house”. No fue necesario excluir ninguna muestra del estudio debido a un resultado
dudoso. En la tabla 16 se reflejan las caracteristicas de la poblacion en relacion a la
edad, sexo, consumo de tabaco, hiperlipidemia, hipertension arterial, diabetes

mellitus y obesidad. La mayor parte de la poblacién fue de edad superior a los 59

anos.

No hubo diferencias significativas en la distribucion de edad (por encima de los
59 afios) correspondiente al tercer cuartil, sexo, obesidad o exposicion al tabaco entre
los dos grupos. La edad media de los casos fue 6 anos superior a la de los controles.

La diabetes, hipertension e hiperlipidemia fueron mas frecuentes en los casos.

CASOS CONTROL

n= 68 n=50 P

Edad (aiios) 65,9 £8.5 60,1 +3,5 <0,0001%*

> 59 aiios 84,4% 76% 0,2}

Varones 83,8% 80% 0,67

Fumadores (antes o ahora) 75% 60% 0,087
Diabetes mellitus 27,9% 4% <0,0001%
Hipertension 58,8% 8% <0,00017
Hipercolesterolemia 35,3% 4% <0,0001%

Hipertrigliceridemia 23,5% 8% 0,007+
Obesidad 26,6% 28% 0,67

*: test de Student; 1: test =% ; I: test de Fischer

Tabla 16: Caracteristicas clinicas de los casos y controles
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Un problema en este trabajo fue diferenciar la participacion de la infeccion, del
resto de los pardmetros descritos que intervendrian en la génesis de la arteriosclerosis
(AT). Para controlarlos se realizd un estudio multivariante que analiz6 el hecho de
pertenecer al grupo de casos o de controles, en ambos grupos, y teniendo en cuenta el
tamafio de la muestra, se aplico la prueba de regresion logistica exacta. La tabla 17

indica los resultados de la regresion logistica.

El tnico factor identificado, clara y fuertemente, como significativo, fue el
hecho de pertenecer al grupo de casos o controles (OR=38,1; IC 95%: 9,2-157,7). El
alto valor de la OR estimada en este caso pudo ser explicada por una sobreestimacion
debida al tamafio pequefio de la muestra e intensa relacion entre los factores de

riesgo. El resto de las variables no alcanzaron significacion.

La bondad del modelo fue ajustada usando la prueba de Hosmer-Lemeshow,
que fue no significativa (X* =12,7; p=0,1; 8 g.l.). Ademas, cuando se analizaron los
valores extremos y de peso no se detectd su presencia. Por todo lo anterior, se
comprobd que ambos grupos, casos y controles, estin ajustados para las distintas
variables y la tUnica que determina diferencia es la presencia o ausencia de
enfermedad arterial periférica, por lo tanto el hecho de participar en el grupo de casos

o controles.

VARIABLES SIGNIFICACION OR IC 95%

Casos/controles <0,0001 38 9,2-157,7
Masculino 0,7 1,3 0,3-5,2
> 59 anios 0,6 0,7 0,2-2,1
Fumadores 0,7 0,8 0,2-2,7
Hipercolesterolemia 0,9 0,9 0,3-2,9
Hipergliceridemia 0,7 0,8 0,2-2,6
Hipertension 0,09 0,4 0,1-1,1
Diabetes mellitus 0,9 1,1 0,3-3,7
Obesidad 0,4 1,6 0,6-4,5

Tabla 17: Analisis multivariante
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4.2. Deteccion del ADN de C. pneumoniae en diferentes

muestras

El ADN de Cp se detecto en el 66,2% de los casos (45 muestras) y 12% de los
controles (6 muestras) (p:< 0,0001; OR: 15,3; IC 95%:5,7-41,4) (figura 29).

66,2%
80 -

70 1 12%
60 -
50 -
40 -
30 -

10 A
0 b

CASOS CONTROLES

B ADN + OOADN -

Figura 29: Resultados de la deteccion de ADN en las biopsias estudiadas

4.3. Seroprevalencia de la infeccion

En la tabla 18 se reflejan los resultados obtenidos en las pruebas de ELISA,
para detectar IgG o IgA frente a los CE y lipopolisacarido (LPS), y MIF, para

detectar IgG anti-CE, asi como su significacion estadistica.

Destacé en los casos un mayor nimero de muestras con IgG anti-CE (mediante

ELISA y MIF) (p:< 0,0001; X?), con una OR de 14,6 para el primero y de 10,3 para
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el segundo. No ocurri6 asi para la IgG anti-LPS y la IgA.

PRUEBA CASOS  CONTROL P OR 1IC95%

ELISA IgG 73.5% 16% <0,0001 14,6  5,7-36,9
ELISA IgA 8.8% 16% 0.2 05  0,1-15
E‘fg‘ﬁ%G 20,6% 24% 0,6 08 0419
E{f}i‘?‘i{%‘l 22.1% 32% 0.2 0.6 0.2-13
MIF IgG 76,5% 24% <0,0001 103  4,4-243

Tabla 18: Seroprevalencia de anticuerpos frente a C. pneumoniae

En la tabla 19 se relacionan los resultados anteriores con la presencia de ADN
de la bacteria en las biopsias. Nuestro estudio muestra que no hubo una gran relacion
entre la presencia de ADN y anticuerpos. La comparacion entre los resultados de las
pruebas para detectar la IgG anti-CE, mediante MIF y ELISA, y el ADN de la
bacteria puso de manifiesto un grado de relacion bajo y estadisticamente

significativo. La IgA no se relaciono con la deteccion genética.

X’ PEARSON
MIF IgG-CE 0,001 0.3
ELISA IgG-CE 0,0001 0,4
ELISA IgA-CE 0,1 0,2
ELISA IgG-LPS 0.3 20,1
ELISA IgA-LPS 0,5 0,1

Tabla 19: Grado de corrrelacion de las pruebas serologicas y la deteccion de ADN
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En la figura 30 se refleja el aspecto de las bandas observadas en el Western-
blot comercial. El patron individual de los sueros fue reproducible en las repeticiones
de los ensayos. La seroprevalencia y el nimero de proteinas reconocidas en esta
prueba fue elevada y no hubo ningun patrén especifico dentro del grupo de casos o

controles.

o

T I e e L e e S ]

Figura 30: Aspecto de las bandas obtenidas mediante Western-blot comercial

Cuando las tiras fueron leidas mediante el escaner y los resultados
interpretados en el programa (figuras 31 a 34), se obtuvieron diferentes valores para
la IgG, que oscilaron desde un resultado negativo, hasta tiras que mostraron gran
nimero de bandas. Igual ocurri6 para la IgA. Los resultados de los Western-blot de
IgG e IgA para el mismo suero fueron parecidos. No hubo muestras que mostraran

anticuerpos solo frente al LPS.
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En la tabla 20 se reflejan los resultados, agrupados, obtenidos en la
investigacion de los anticuerpos mediante Western-blot comercial de IgG, en los
casos y controles, y su significacion estadistica. Destaco la presencia significativa de

anticuerpos frente a las proteinas de 39 kDa (MOMP), 54 kDa y el LPS.

PRUEBA CASOS CONTROL P OR IC 95%

LPS 22,1% 24% 0,8 0,9 0,4-2,1
LPS’ 16,2% 4% 0,04 4,6 0,9-21,9
LPS”’ 23,5% 14% 0,2 1,9 0,7-5
35 kDa 89,7% 92% 0,7 0,7 0,2-2,7
39 kDa 25% 4% 0,002 8 1,7-36,5
48 kDa 38,2% 36% 0,8 1,1 0,5-2,3
54 kDa 30,9% 8% 0,003 5,1 1,6-16,1
Hsp 60 kDa 52,9% 40% 0,2 1,7 0,8-3,5
90 kDa 8,8% 4% 0,3 2,3 0,4-12
92 kDa 48,5% 48% 0,9 1 0,5-2,1
98 kDa 29,4% 20% 0,2 1,7 0,7-3,9

Tabla 20: Resultados obtenidos mediante Western- blot comercial de IgG
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En la tabla 21 se reflejan los resultados, agrupados, obtenidos en la
investigacion de los anticuerpos mediante Western-blot comercial de IgA, en los
casos y controles, y su significacion estadistica. Destaco la presencia significativa de
los anticuerpos frente a las proteinas Hsp 60 kDa y de 92 kDa. No se detectaron

anticuerpos frente a la proteina de 90 kDa.

PRUEBA CASOS CONTROL P OR IC 95%
LPS 4,4% 4% 0,9 1,1 0,2-6,9
LPS’ 1,5% 0% 0,4 0,9 0,9-1

LPS™ 8,8% 0% 0,03 0,9 0,8-0,9
35 kDa 39,7% 24% 0,07 2,1 0,9-4,7
39 kDa 11,8% 12% 0,9 0,9 0,3-3
48 kDa 11,8% 8% 0,5 1,5 0,4-5,5
54 kDa 11,8% 16% 0,5 0,7 0,2-2,1

Hsp 60 kDa 29.4% 12% 0,02 3 1,1-8,3
90 kDa 0% 0% - - -
92 kDa 16,2% 4% 0,04 4.6 1-21,9
98 kDa 14,7% 8% 0,3 2 0,6-6,7

Tabla 21: Resultados obtenidos mediante Western- blot de IgA
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En la tabla 22 se indica el grado de relacion que existe entre los anticuerpos
detectados mediante las pruebas serologicas de MIF, ELISA y Western-blot. La
prueba de MIF IgG se relacion6 con la IgG frente a las proteinas de 39 y 54 kDa; el
ELISA IgG anti-CE se relacion6 con las proteinas de 35 y 39 kDa.

MIF IgG ELISA IgG ELISA IgA
WB v* Pearson Kappa y* Pearson Kappa y° Pearson Kappa

35 Kda 0,5 -0,1 -0,04 0,02 0,2 0,1 0,7 -0,3 -0,29
39 kDa 0,02 0,2 0,1 0,02 0,2 0,2 0,76 0,03 0,02
48 kDa 0,7 0,04 0,04 0,9 0,01 0,01 0,68 -0,04 -0,03
54 kDa 0,04 0.2 0,1 09 0,1 0,1 045 -0,07 -0,07
}I;:Il’)go 0,6 -0,5 -0,5 0,2 0,1 0,1 0,95  -0,005 -0,005
90 kDa 0,8 -0,2 -0,01 0,5 -0,06 -0,03 - - -
92 kDa 0,7 0,4 0,4 0,5 0,06 0,07 0,62 -0,04 -0,04
98 kDa 0,5 0,7 0,6 0,6 0,05 0,04 0,23 0,1 0,1

LPS 0,6 0,05 0,05 0,17 -0,1 -0,1
LPS’ 0,5 -0,06 -0,05 0,54  -0,05 -0,02
LPS’ 0,3 0,1 0,09 0,58  -0,05 -0,05

Tabla 22: Relacién entre las pruebas serologicas de ELISA, MIF y Western-blot comercial

La relacion entre la presencia de ADN en las biopsias y la IgG detectada en el
Western-blot comercial se refleja en la tabla 23. Quiero destacar que se encontro, en
el grupo de casos, una presencia significativa de IgG anti-39 kDa que se relacionaron
con las pruebas de MIF y ELISA, y la presencia de ADN. Asi como una presencia
significativa de IgA anti-LPS y anti-92 kDa en el Western-blot, que se relacionaron

con la presencia de ADN (tabla 24).
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e PEARSON
LPS 0,7 -0,03
LPS’ 0,2 0,1
LPS" 0,4 0,1
35 kDa 0,2 -0,1
Western-blot 39 kDa 0,01 0,2
comercial 48 kDa 0,03 0,2
IgG 54 kDa 0,0001 0,3
Hsp 60 kDa 0,8 -0,02
90 kDa 0,7 -0,03
92 kDa 0,9 -0,004
98 kDa 0,4 0,1

Tabla 23: Relacion entre resultados del Western-blot anti- IgG y la presencia de ADN

' PEARSON

LPS 0,8 -0,02

LPS’ 0,4 -0,1

LPS"™ 0,04 0,2
35 kDa 0,9 -0,01

Western-blot 39 kDa 0.5 0.6
comercial IgA 48 kDa 0.7 0.04
54 kDa 0,6 -0,1

Hsp 60 kDa 0,1 0,1

90 kDa - -

92 kDa 0,01 0,2
98 kDa 0,9 -0,01

Tabla 24: Relacion entre resultados del Western-blot anti- IgA y la presencia de ADN

Antes de pasar a exponer los resultados obtenidos en el Western-blot “in

house” quiero recordar que, debido al agotamiento de las muestras, hubo 12 pérdidas

entre los casos y 2 entre los controles. En las figuras 35a a 44a se reflejan las rectas
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patron que se han generado en la evaluacion de los desplazamientos de los
marcadores de peso molecular en el Western-blot correspondiente, y en las figuras
35b a 44b se reflejan las bandas detectadas para la IgG e IgA en Western-blot. Se
obtuvieron un total de 57 bandas proteicas diferentes, de IgG y /o IgA. Los patrones

de los sueros fueron semejantes cuando se repitieron los ensayos.
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Figura 35a: Recta patrén de Western-blot de IgG
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Figura 35b: Bandas proteicas detectadas en el Western-blot de IgG
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Figura 36a: Recta patrén de Western-blot de IgA
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Figura 36b: Bandas proteicas detectadas en el Western-blot de IgA
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Grafico P-P normal de regresion

Variable dependiente: LOGPM

(=)

1.00

.75 "
o
g .50 « o
o
5 .25 «

0.00
0.00 .25 .50 .75 1.00

Prob acum observada

Figura 37a: Recta patron de Western-blot de IgG
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Figura 37b: Bandas proteicas detectadas en el Western-blot de IgG
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Figura 38a: Recta patrén de Western-blot de IgA
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Figura 38b: Bandas proteicas detectadas en el Western-blot de IgA
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Grafico P-P normal de regresion

Variable dependiente: LOGPM

=]

1.00

.75
o
g .50 =
o
o
5 25 4

0.00
0.00 .25 .50 .75 1.00

Prob acum observada

Figura 39a Recta patron de Western-blot de IgG
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Figura 40a: Recta patrén de Western-blot de IgA
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Figura 40b: Bandas proteicas detectadas en el Western-blot de IgA
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Grafico P-P normal de regresion
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Figura 41a: Recta patrén de Western-blot de IgG

kDa

25
16
75
50
35
30
25

15 —f

10—

Figura 41b: Bandas proteicas detectadas en el Western-blot de [gG
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Figura 42a: Recta patrén de Western-blot de IgA
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Figura 42b: Bandas proteicas detectadas en el Western-blot de [gA
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Grafico P-P normal de regresion
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Figura 43a: Recta patron de Western-blot de IgG
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Figura 44a: Recta patrén de Western-blot de IgA
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Todos los sueros mostraron la presencia de alguna banda de IgG y/o IgA,
aunque el numero presente en cada suero fue reducido. Tampoco se aprecié un
patron especifico dentro del grupo de casos o controles. Los resultados de las bandas

de IgG e IgA, en el mismo suero, no fueron semejantes.

En las tablas 25, 26 y 27 se indican, para cada banda, la frecuencia de
presentacion, en casos y controles, con su significacion estadistica, y la OR
calculada, cuando hubo diferencias. Ademds, se muestra, si, para cada banda, la
presencia asociada de ADN fue significativa. Asi destaco el desarrollo significativo
de las bandas de: 128,8 y 9,2 kDa para la IgG, en los casos, que se asocio con la co-
existencia de ADN; las bandas de IgG de 70,8; 58,9; 47,9; 47.5; 18,4; 12,1; 10,6; 8,1
y 7,6 kDa, en los casos; y la existencia de ADN cuando se observaron las bandas de
IgG de 54,6 y 1,1 kDa, y de IgA, con las bandas de 79,4; 50,1 y 18,4 kDa. En
resumen, se obtuvo en los casos una presencia significativa de bandas de IgG; y el
ADN de la bacteria estuvo presente, de forma signifitativa, cuando estuvieron
presentes algunas bandas de IgG e IgA. En concreto, la presencia de las bandas de
IgG de 128,8 y 9,2 kDa se asocid, de forma significativa, al ADN de la bacteria y la
existencia de EAPO.
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POSITIVO (%)
kDa IgG IgA
Casos/Controles/p/OR D /Pear]s)(l)\il?Kappa Casos/Controles/p » /Pear]s)(l)\il?Kappa

158,5 3,6 /0/0,2 0,2 0/0
147,2 5,4/0/0,1 0,6 0/0

138 7,1/0/0,06 0,2 0/0
136,4 3,6/0/0,2 0,3 0/0
128,8 17,9/0/0,001/2 (1,7-2,5) 0,01/0,2/0,2 0/4,2/0,2 0,5
121,9 1,8/0/0,3 0,4 0/0
114,8 1,8/0/0,3 0,6 0/0

109,6 3,6/0/0,2 0,3 0/0

108,1 1,8/0/0,3 0,4 0/0

95,5 1,8/0/0,3 0,6 0/0

86,1 1,8/0/0,3 0,4 0/0

88,7 1,8/0/0,3 0,6 0/0

85,1 1,8/0/0,3 0,6 0/0

Tabla 25: Resultados obtenidos mediante Western-blot “in house”
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POSITIVO (%)

kDa IgG IgA

Casos/Controles/p/OR . /PearIs)(l)\il?Kappa Casos/Controles/p 5 /Pearl:gl?Kappa
79,4 3,6/4,2/0,6 0,5 7,1/0/0,08 0,03/0,2/0,1
70,8 89/0/0,04/1,9 (1,6-2,3) 0,1 3,6/0/0,2 0,6
67,6 1,8/42/0,4 0,6 0/0
66,8 1,8/0/0,3 0,4 0/0
64,6 1,8/4,2/0,4 0,6 7,1/0/0,08 0,2
58,9 8,9/0/0,04/1,9 (1,6-2,3) 0,3 1,8/0/0,3 0,4
57,5 1,8/0/0,3 0,4 0/0
54,6 7,1/0/0,06 0,02/0,2/0,1 0/0
50,6 3,6/0/0,2 0,6 1,8/0/0,3 0,6
50,1 1,8/0/0,3 0,4 1,8/0/0,3 0,04/0,2/0,8
47,9 14,3/0/0,006 / 2(1,6-2,4) 0,2 0/0
47,5 8,9/0/0,04 /1,9 (1,6-2,3) 0,1 0/0
42,4 1,8/0/0,3 0,4 0/0
41,7 5,4/0/0,1 0,4 0/0
33,6 1,8/0/0,3 0,6 0/0
23,9 1,8/4,2/0,4 0,2 0/0
20,9 1,8/0/0,3 0,4 0/0
18,4 14,3/0/ 0,006 / 2(1,6-2,4) 0,2 5,4/0/0,1 0,04/0,2/0,1
17,3 5,4/0/0,1 0,4 0/0
15,1 5,4/0/0,1 0,4 0/0
14,5 3,6/0/0,2 0,2 0/0
14,4 1,8/0/0,3 0,6 0/0
14,3 1,8/8,3/0,1 0,3 0/0
12,3 5,4/0/0,1 0,4 1,8/0/0,3 0,6

Tabla 26: Resultados obtenidos mediante Western-blot “in house”
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POSITIVO (%)
kDa IgG IgA
Cases/Controls/p/OR p /Pear]s)}:l?Kappa Cases/Controls/p p /Pealggl?Kappa
12,1 10,7/0/0,02 /1,9(1,6-2,4) 0,5 0/0
12 5,4/4,2/0,6 0,7 3,6/4,2/0,6 0,4
11,8 1,8/0/0,3 0,4 0/0
11 3,6/0/0,5 0,6 0/0
10,7 1,8/0/0,3 0,6 0/0
10,6 8,9/0/0,04/1,91 (1,6-2,35) 0,1 0/0
9,8 12,5/20,8/0,2 0,4 16,1/0 0,3
9,2 14,3/0/0,006 / 2(1,6-2,4) 0,04/0,2/0,1 1,8/0/0,3 0,6
8,1 10,7/0/0,02/1,9(1,6-2,4) 0,7 0/0
7,6 14,3/0/0,006 / 2(1,6-2,4) 0,2 0/0
7 3,6/4,2/0,6 0,4 0/0
6,6 1,8/0/0,3 0,6 0/0
6 1,8/0/0,3 0,6 0/0
59 1,8/0/0,3 0,6 3,6/0/0,2 0,3
4,8 1,8/0/0,3 0,6 0/0
2,4 1,8/0/0,3 0,6 1,8/4,2/0,4 0,2
2,2 1,8/0/0,3 0,4 0/0
2,1 3,6/0/0,2 0,6 0/0
1,7 1,8/0/0,3 0,6 0/0
1,1 7,1/0/0,06 0,02/0,2/0,1 0/0

Tabla 27: Resultados obtenidos mediante Western-blot “in house”
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5. Discusion

Hasta la fecha se han publicado una serie de estudios que analizan la relacion
entre la EAPO vy la infeccion por C. pneumoniae (tabla 28). En algunos no se realizo
un ajuste adecuado de las poblaciones (ya sea porque no se hizo para ninguna
variable, o bien, porque solo se realizd para algunas); en otros, algo novedoso, el
estudio se realizo tanto sobre arterias con lesion, como sanas, en el mismo sujeto.
Pero en ninguno de los trabajos se han empleado simultdneamente métodos directos
e indirectos para el andlisis de la relacion, salvo en el trabajo de Linares y cols.
(2001), sobre arterias cardtidas, y en el estudio de Vécsei y cols. (2002), sobre
diferentes arterias. En este sentido nuestro trabajo resultd novedoso ya que se
emplearon poblaciones comparables que se sometieron simultineamente a estudio

mediante pruebas directas e indirectas.

LOCALIZACION DE CASOS/
LA ENFERMEDAD i
ESTUDIOS AJUSTE CONTROL METODO
CASOS / CONTROLES
Alakdirppii y cols. (1999) Aorta AT / Sana No 8/3 Directa
Al-Amro y cols. (2001) Arterias AT / Sana No 43 /28 Directa
Berger y cols. (2000) Arterias AT / Sana No 60/51 Directa
Chiu y cols. (1997) Carotida / Arterias No 76 /20 Directa
Cook y cols. (1998) ICTUS /No ICTUS No 176 /1518 Indirecta
Elkind y cols. (2000) ICTUS /ICTUS No 89 /89 Indirecta
Farsak y cols. (2000) Carotida + Aorta AT / Sana Interno 36/39 Directa
. Caroétida / Sujetos sanos + , .

Freidank y cols. (2002) Otras enfermedades Si 60 /109 Directa
Gil-Madre y cols. (2002) ICTUS / No ICTUS Si 91/112 Indirecta
Glader y cols. (1999) ICTUS / No ICTUS Si 97 /197 Indirecta
Goo y cols. (2000) Aneurisma, Aorta AT / Sana No 5/2 Directa
Gutiérrez y cols. (2001b) Arterias AT / Sanas Si 85/50 Directa
Gutiérrez y cols. (2001a) Arterias AT / Sanas No 66/ 50 Indirecta
Juvonen y cols. (1997) Aneurisma / Aorta Sana Si 12/9 Directa
Kalayoglu y cols. (2003) Arterias AT / Sanas No 25/18 Indirecta

Tabla 28
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LOCALIZACION DE
LA ENFERMEDAD CASOS/ :
ESTUDIOS AJUSTE CONTROL METODO
CASOS / CONTROLES
Kol y cols. (1998) Carotida AT / Sana No 19/7 Directa
Kuo y cols. (1993a) Aorta AT / Sana Si 21/4 Directa
LaBiche y cols. (2001) Caroétida AT / Sana No 37/57 Dlr.ecta/
Indirecta
Lehto y cols (2002) Arterias AT / Sanas No 215/1158 Indirecta
Lin y cols. (2003) Arterias AT / Sanas No 200 /24 Directa
Linares y cols. (2001) Carétida AT / Sana Si 26750 LI
Indirecta
Maass y cols. (1998) Arterias AT / Sanas No 92/10 Directa
Maeda y cols. (2003) Carotida AT / Sana Si 197 /2439 Indirecta
Melnick y cols. (1993) Carotida AT / Sana Si 326/ 326 Indirecta
Miiller y cols. (2003) ICTUS /NO ICTUS No 193 /368 Directa
Neureiter y cols. (2003) Carotida AT / Sana Si 20 /40 Directa
Ong y cols. (1996 ) Arterias AT / Sanas No 32/6 Directa
Ong y cols. (2001) Cardtida AT / Sana Interno 41/41 Directa
Ouchi y cols. (2000) Arterias AT / Sanas No 30/110 Directa
Ramos y cols. (1999) Aorta AT / Sana Interno 147 /98 Directa
Rassu y cols. (2001) Arterias AT / Sanas Interno 72/13 Directa
Rose y cols. (2002) Aorta AT / Sana No 58/2 Directa
Sessa y cols. (2003) Carétida AT / Sana No 18/33 Directa/
Indirecta
Shiy cols. (2002) Aorta AT / Sana No 10/23 Directa
Tanne y cols. (2003) ICTUS /NO ICTUS Si 134/ 134 Indirecta
Tarnacka y cols. (2002) ICTUS /NO ICTUS No 44 /115 Directa
Taylor-Robinson y . .
cols.(2002) Arterias AT / Sanas Interno 24 /27 Directa
Van der Ven y cols. . .
(2002) Arterias AT / Sanas No 67/29 Indirecta
Vécsei y cols. (2002a) Arterias AT / Sanas Si 14/ 14 Indirecta
Vécsei y cols. (2002b) Arterias AT / Sanas Si 14/14 Directa/
Indirecta
Virok y cols. (2001) ACM /ACM No 15/4 Directa
Wimmer y cols. (1996) ICTUS /NO ICTUS Si 58/52 Indirecta
Wolf'y cols. (2003) Arterias AT / Sanas Si 106 /116 Indirecta

Tabla 28: Estudios previos sobre la enfermedad arterial periférica oclusiva.
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En relacion al ADN de Cp, éste se detectd en el 66,2% de los casos y en el 12%
de los controles. Estos resultados se encuentran entre los mas altos obtenidos en las

diferentes series, para los casos, mediante el empleo de PCR anidada (tabla 29).

ESTUDIOS CASOS  CONTROLES ESTADISTICA
gen/sensibilidad % positivos % positivos  OR  IC 95%
S > cols, (B0ID): 56,5 12 95 3,624
L”Big’;‘; J;) s’lls/ ](72301)" 13,5 15,8 0.8 0227
L””‘g o s“t‘;ls'/ (o000 69,2 12 165  50-543
oot D 152 ’ mal I
WSE 00w
S Genpel IND 44 R Bl

Shiy cols. (2002):
Cebadores CPI- CP2y CPC- 10 0 7,4 0,2-198,8
CPD /ND

T aylor-RGoeb,fn;:; 1_:17 50115 (2002): 62.5 0 897  4,8-16492
Vigﬁﬂy{);%z(i%é)-‘ 33,3 0 47 0,2-104,5
GZO;‘;Z "/S]-'VD 66,2 12 153  57-414

ND: no determinado.

Tabla 29: Estudios en los que se refleja el gen y la sensibilidad para detectar el ADN

mediante PCR anidada
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Respecto a la seroprevalencia de la infeccion, destacd, en los casos, un mayor
nimero de muestras con IgG anti-CE (mediante ELISA y MIF), con una OR elevada
para ambos. No ocurrié asi para la IgG anti-LPS y la IgA. Mediante MIF, estos
valores se incluyen dentro del rango encontrado en otras series (tabla 30) para los

casos, siendo mas bajos para los controles, lo que hizo que nuestra OR fuera elevada.

ESTUDIOS CASOS CONTROLES ESTADISTICA
titulo/antigeno % positivos % positivos OR IC 95%
Elkind y cols. (2000): )
16/ AR39 80,9 83,1 0,8 0,4-1,8
Glader y cols. (1999): i
32 /101207 79,4 86,3 0,6 0,3-1,1
LaBiche y cols. (2001):
16/ AR39 83,3 76,4 1,5 0,5-4,5
Linares y cols. (2001):
[y 69,2 24 7,1 2,4-20,4
Melnick y cols. (1993):
32/ AR39 47,5 40,2 1,3 0,9-1,8
Sessa y cols. (2003)
32 /ND 94,4 60,6 11,0 1,3-93,3
Wimmer y cols.(1996):
32/10L207 Parola, 74,1 76,9 0,8 0,3-2,0
Kajaani 6
Nosotros.
T 76,5 24 10,3 4,4-24,3

Tabla 30: Estudios que detectan titulos bajos de IgG mediante MIF
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Empleando la prueba de ELISA con CE, destacaron, por la elevada OR, los

estudios de Linares y cols. (2001) y Gutiérrez y cols.(2001a), con unas OR de 17,5 y

7,9; respectivamente (tabla 31). En nuestro estudio el valor de OR fue de 14,6.

ESTUDIOS CASOS CONTROLES ESTADISTICA
antigeno/fabricante % positivos % positivos OR IC 95%
Gutiérrez y cols. (2001a):
CE/ Vircell 80,3 34 7,9 3,4-18,3
Gutiérrez y cols. (2001a):
LPS/ Medac 2 20 12 053,
Kalayoglu y cols (2003): 28 11.1 31 0.5-17.2
CE/ en casa ’ ’ ’ i
Linares y cols. (2001):
CE/ Vircell 76,9 16 17,5 5,3-57,2
Maeda y cols. (2003):
C E/ Hitazyme 48,2 (197) 53,5 (2439) 0,8 0,6-1,0
Tanne y cols. (2003) :
CE/ Savyon 85,8 82,1 1,3 0,6-2,5
van der Ven y cols. (2002):
Proteinas / Labsystems 89,5 69 3,8 1,2-11,7
Vécsei y cols. (2002a):
Proteinas/ Labsystems 78,6 83,7 1,6 0,2517
Vécsei y cols. (2002a):
LPS/ Medac 85,7 78,6 0,7 0,1-3,3
Vécsei y cols. (2002b):
Proteinas/ Labsystems 2 o0 L =6
Vécsei y cols. (2002b):
LPS/ Medac 78,6 78,6 0,6 0,0-4,3
Wolf'y cols. (2003) :
CE/ Savyon 66 54,3 1,6 0,9-2,8
Nosotros. CE/ Vircell 73,5% 16% 14,6 5,7-36,9

Tabla 31: Estudios que detectan IgG mediante ELISA
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La comparacion entre las pruebas para detectar IgG anti-CE, mediante MIF y
ELISA, y el ADN de la bacteria, puso de manifiesto un grado de relacion bajo
aunque estadisticamente significativo. En este sentido muy pocos estudios han
encontrado una relacion entre el ADN y la presencia de anticuerpos, y siempre con
un tamafio de muestra superior al nuestro (Sessa y cols., 2001; Mazzoli y cols.,

1998, ambos en enfermos coronarios).

5.1. Estudio mediante Western-blot comercial

Chlamydia pneumoniae presenta algunas proteinas comunes con los miembros
de la familia Chlamydiaceae, y otras especificas de especie que intervienen en
procesos inmunogenos propios (Montigiani y cols., 2002; Vandahl y cols., 2001a).
Asi, se considera que la mayoria de los adultos tienen evidencia serologica de

infecciones previas, aunque con titulos bajos de anticuerpos (Mandell y cols., 2004).

Desafortunadamente, se sabe poco sobre las proteinas inmunogénicas de Cp.
Especialmente es controvertido el papel inmunogénico de la MOMP (con un peso
molecular entre 39 y 40 kDa) (Essig y cols., 1999). Constituye el 60% de las
proteinas de la membrana externa, y es comun a todos los miembros de la familia
Chlamydiaceae, aunque presenta diferencias estructurales en cada una de las especies
(Stephens y cols., 2001). Ademas, en el caso de Cp, parece no estar expuesta en la
superficie del cuerpo elemental (Biendo y cols., 1996), o podria estar oculta entre las
proteinas polimoérficas de la membrana externa (Persson y cols., 1998), todo ello
hace que sea dificilmente reconocida por el sistema inmunoldgico y que no sea
inmunodominante. En principio, la respuesta que genera la proteina MOMP no
parece tener un importante papel en la patogénesis de la enfermedad causada por Cp.
Sin embargo, un estudio en sujetos con enfermedad coronaria, empleando un ELISA
con antigeno MOMP recombinante mostrd una presencia significativa de IgA anti-
MOMP, pero no de IgG (Kido y cols., 2001). Si bien nuestro grupo de casos es

diferente al anterior, encontramos una presencia significativa de IgG anti-MOMP en
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el Western-blot comercial, que se relacion6 con las pruebas de MIF y ELISA y la
presencia de ADN de Cp en la placa de ateroma. Esto no ocurrié con la IgA. Un
resultado similar al nuestro, empleando un Western-blot no comercial en sueros de

enfermos coronarios, fue obtenido por Maass y cols. (1997).

La proteina de 54 kDa esta en la superficie del CE (Montigiani y cols., 2002;
Vandahl y cols., 2001), por lo que podria ser una herramienta util en el diagndstico
serologico (Campbell y cols., 2001) y en el desarrollo de vacunas (Wiedmann-Al-
Ahmad y cols., 1997; Mygind y cols., 1998). Ademas, podria tener un papel
importante en la patogénesis de la infeccion, ya que actuaria como adhesina. En
nuestro estudio se encontrd, en el grupo de casos, una presencia significativa de IgG
anti-54 kDa en el Western-blot comercial, que se relacion6 con la prueba de MIF y la
presencia de ADN. Esto no ocurrié con la IgA. Un resultado similar al nuestro fue

obtenido por Maass y cols. (1997).

El LPS es una molécula presente en todos los miembros de la familia
Chlamydiaceae, en los cuerpos de inclusion, la membrana de las células infectadas y

en la porcion proximal de células proximas no infectadas (Campbell y cols., 2004).

Si bien, la estructura de este LPS coincide, en parte, con el de otras bacterias
Gram-negativas, se han encontrado algunas diferencias en:

1) la heterogeneidad de la composicion de los acidos grasos de la familia
Chlamydiaceae.

2) el KDO, que también posee un antigeno especifico de género con enlaces a-

2-8 (Belunis y cols., 1992).

El LPS de C. pneumoniae es capaz de unirse a los receptores CD14 y activar a
los monocitos. Esta activacion celular podria justificar los mecanismos moleculares
de infeccion que participan en la aterogénesis y otros desordenes inflamatorios. Estos

hallazgos proporcionan una potencial explicacion sobre el papel de la infeccion por
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C. pneumoniae en la enfermedad cardiovascular (Eng y cols., 2003).

Los anticuerpos frente al LPS se forman precozmente en la infeccion por
clamidia, pero sus niveles disminuyen antes que otros antigenos. La deteccion de
estos anticuerpos no parece ser util para la determinacion de la seroprevalencia de
clamidia en la poblacion. Usualmente los titulos de la IgG anti-LPS tienden a
disminuir después de los 3 afios, y la presencia persistente de IgG podria ser un
marcador de infecciéon cronica debido a una exposicién continua al sistema
inmunolégico del hospedador de C. pneumoniae, que deberia provocar una
estimulacion repetitiva de IgG anti-LPS, asi como altos titulos de IgG frente a otros
antigenos de la bacteria (Hermann y cols., 2002). En este estudio se encontrd, en el
grupo de casos, una presencia significativa de IgG e IgA anti-LPS en el Western-blot
comercial, que no se relaciond con la deteccion de anticuerpos anti-LPS mediante
ELISA y la presencia de ADN. Es posible que las diferencias quimicas entre los
antigenos del Western-blot y el ELISA expliquen esta falta de relacion. Finalmente,
la deteccion de anticuerpos anti-LPS mediante el Western-blot comercial puede tener
un mayor riesgo de reacciones serologicas cruzadas, no s6lo con otras especies de
clamidia, sino también con otros géneros de bacterias (Ossewarde y cols., 2001),

aunque las caracteristicas de la poblacion estudiada, en principio, excluyen éstas.

Los anticuerpos frente a Hsp 60 no son especificos, pero son importantes en el
reconocimiento de los estados cronicos. Clamidia produce grandes cantidades de Hsp
60, localizada en el citoplasma e intercalada en la membrana externa, y se ha
encontrado co-localizada en las placas arteriosclerdticas humanas y en el suero de
sujetos infectados de forma cronica. Hsp 60 de C. pneumoniae induce la expresion de
citoquinas y adhesinas, citotoxicidad en el endotelio vascular, sintesis de anticuerpos,
que reaccionan con la enddgena humana, y la liberacién de metaloproteinasas que
degradarian el colageno. También interactia mediante mimetismo molecular con la
a-miosina (Saikku y cols., 2000; Stephens y cols., 2003). Finalmente, existen datos

que relacionan el LPS y la Hsp 60 con los procesos aterogénicos, debidos a las

-162-




5. Discusion

interacciones de las lipoproteinas con el sistema mononuclear fagocitico; y la
acumulacion de las lipoproteinas y su oxidacion en éstos (Kalayoglu y cols., 2000).
En este estudio se encontro, en el grupo de casos, una presencia significativa de IgA
anti-Hsp 60 kDa, a diferencia de la IgG encontrada por Maass y cols. (1997). Es
logico que su presencia no se relacione con los resultados del ELISA y MIF, tal y
como se obtuvo, ya que el antigeno Hsp 60 kDa forma parte de la fraccion sarcosil
soluble de los CE. Se desconoce por qué no se relacion6 con la presencia de ADN de

Cp en la placa de ateroma.

Los anticuerpos anti-92 kDa detectados estan dirigidos frente a una proteina
descrita, una proteasa con actividad ATP-dependiente que degrada los plegamientos
y anormalidades de las proteinas dentro de las células (www.stdgen.lanl.gov/).
Aunque también podrian reflejar la presencia de una gelatinasa liberada por los
macrofagos ante el estimulo de Cp. Asi se ha demostrado la capacidad de las
proteinas Omp2, MOMP, y Hsp 60 kDa para inducir la gelatinasa de 92-kDa
mediante monocitos (Vehmaan-Kreula y cols., 2001). En este estudio se encontro, en
el grupo de casos, una presencia significativa de IgA anti-92 kDa, no referida por
Maass y cols. (1997), que no se relaciond con la presencia de ADN de Cp en la placa

de ateroma.

Globalmente, los resultados obtenidos invitan a reflexionar sobre ;por qué
entre las bandas presentes de manera significativa s6lo los anticuerpos anti-MOMP y
anti-54 kDa se asociaron a la presencia de ADN? Esto se podria deber a que, en el
grupo de casos, reflejen una fase inicial con presencia de ADN e IgG especifica.
Posteriormente, ain en ausencia de la bacteria, podria existir una enfermedad

inmunomediada con presencia de IgA anti-Hsp 60 kDa.
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5.2. Estudio mediante Western-blot “in house”

La utilizacion de la prueba de Western-blot “in house” ha permitido la
obtencion de un gran nimero de bandas diferentes. En la tabla 32 se relacionan las
bandas obtenidas en los casos, de forma significativa, y las descritas en los estudios
de Vandahl y cols. (2001), Montigiani y cols. (2002) y la base de datos de Los
Alamos National Laboratory (http://www.stdgen.lanl.gov). Debido a que no se han
utilizado anticuerpos monoclonales no podemos saber con exactitud la naturaleza de
la proteina detectada, aunque si se puede hacer un estudio comparativo con las

obtenidas en otros estudios (tabla 32).

PESO MOLECULAR OBSERVADO (kDa)

Los Alamos National

Nosotros Vandahl Montigiani
g Laboratory
128,8 Mis cercana: 114,2 (Pmp20) Mas cercana: 1429 (Pmp Mas cercana: 127,3.(Protema
6) clamidia especifica)

Mas cercana: 67,8 (Omp2) o Mas cercana: 70,8 (fosfatasa) o

7 71,3 (DnaK) WES @aiteries 1) (k) 70,9 (transcetolasa B)
58.9 Mas cercana: 58,8 (Omp) o Mas cercana: 58,6 (Omp) ?g:;afsré:::}i: di(?ﬂer(lzci}sl;l)cgsgég-
’ 56,9 (Hsp 60) 0 60,3 (OmcB) 0 57,3 (Omce B) g ?

(Hsp 60)
Mas cercanas: 47,8 DL 4 e (Hlpqtetlca Descrita: 47,9 (proteina clamidia
R (proteasas) 0 47,1 (Pmp 21) pieetzen) eleistli i especifica)
p ’ p especifica) P
, . Mas cercana: 17,9 , 5
Mas cercana: 18,9 (Hipotética oA : Mas cercana: 18,3 (proteina
i roteina) (Iatgiionten inelis i) © clamidia especifica)
P 17,3 (Omp H) P
Mas cercana: 12,3 Descrita: 12,1 (proteina
12,1 (Riboflavina Sintasa) o 12,9/ No describe. Chlamydia pneumoniae
11,4 (hipotética proteina) especifica)
IES @siierin: 102 Descrita: 10,6 (proteina de
10,6 (Tioredoxina) o 10,9 No describe. 0D
Ot : translocacion YOPS)
(hipotética proteina)
Mas cercana: 9,1 (Pmp8) o
9,2 9,4 (proteina clamidia Descrita: 9,2 (Omc A) Descrita: 9,2 (Omc A)
especifica)
8,1 No describe. Descrita: 8,1 (Omc A) D5 (pf"tema clariel
especifica)
7,6 No describe. Descrita: 7,6 (Omc A) Dt 7o (proisio chinih

especifica)

Tabla 32: Relacién de proteinas obtenidas por nosotros y los estudios de Vandahl y cols.
(2001), Montigiani y cols. (2002) y Los Alamos National Laboratory
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Las proteinas, en general, y las proteinas de la membrana externa (OMPs) de
los patdégenos microbianos, en particular, tienen un importante papel en la unién a la

envuelta de la célula hospedadora, y pueden ser importantes en inmunoterapia.

Antes de la reciente secuenciacion del genoma de Cp (1999), y debido a la
dificultad de cultivar grandes cantidades de clamidia, adecuada para la separacion
bioquimica, se ha conocido poco sobre la composicion proteica de la membrana
externa. Las OMPs analizadas, por nosotros y otros autores, estan envueltas en
diferentes procesos como la adquisicion de nutrientes especificos y metabolitos,
adhesion o invasion de células y tejidos del hospedador, y el sistema III de secrecion
conduce a la liberacion de enzimas, que modulan la respuesta del hospedador a la
infeccion, y la evasion del sistema inmunolégico mediante la variacion antigénica

(Stephens y Lammel, 2001).

Comparando nuestros resultados con estudios recientes de analisis de proteinas
y una base de datos del genoma de Cp, se encontrd que la proteina de 128,8 kDa
podria tratarse de una proteina especifica del género clamidia que es inmunogénica;
o bien una proteina polimorfica de membrana externa. La Pmp 6 es una proteina
enclavada, por lo que, posiblemente, tiene un papel en la entrada al hospedador
(transportador tipo V) (Grimwood y cols., 1999; Henderson y cols., 2001; Birkelund
y cols., 2002; Vandahl y cols., 2002b) o la Pmp 20, que en adiciéon a la Pmp 21 y las
proteinas de shock térmico contribuyen a la activacion de NF-xB en células
endoteliales (Ngeh y cols., 2002; Dechend y cols., 1999; Krull y cols., 1999;
Bianchi y cols., 1997; Summersgill y cols., 2000). C. pneumoniae podria, in vivo,
mediante interacciones de sus Pmps con el endotelio, contribuir a un dafio vascular
durante el desarrollo y progresion de las lesiones arterioscleroticas, ya que las Pmp
interactuan con las células endoteliales in vitro, a través del factor nuclear, y aumenta
la expresion de IL-6 y la proteina 1-quimiotactica de los monocitos (Niessner y cols.,

2003).
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La proteina de 70,8 kDa podria ser una fosfatasa o transcetolasa implicada en
diferentes rutas metabdlicas. Comparando con otros estudios, parece tratarse de la
Dnak, una chaperona que se expone en la superficie de Clamidia y es muy

inmunogénica en la infecciones (Montigiani y cols., 2002).

La proteina de 58,9 kDa podria tratarse, bien de una enzima metabdlica
(G6PDH); bien de la Omc B, cuya porcién expuesta en la superficie es muy escasa o
inexistente, lo que hace pensar que no se encuentra en la superficie, aunque es muy
inmonogénica y recientemente se ha demostrado que los glucosaminoglicanos
pueden unirse a esta proteina; de la Hsp 60 kDa, que se relaciona con la
arteriosclerosis por inducir un ataque a la pared endotelial mediante una reaccion de
hipersensibilidad retardada propia de las infecciones cronicas (Taylor y cols., 1990;
Fong y cols., 2002; Mayr y cols., 1999); o, finalmente, de una proteina de membrana

externa diferente a las anteriores.

La proteina de 47,9 kDa podria tratarse de una proteina especifica del género
clamidia. una serin-proteasa o bien la Pmp 21, que esta implicada en el dafio vascular

junto con otras (Niessner y cols., 2003).

La proteina de 18,4 kDa podria ser una proteina que se fija a la lectina
(Swanson y cols., 1996), la Omp H, una proteina de membrana externa, o una histona

nuclear (Swanson y cols., 1996).

La proteina de 12,1 kDa podria ser una riboflavina, proteinas hipotéticas de
clamidia o C. pneumoniae especifica, que estan implicadas en el tropismo tisular y
expuestas en la superficie. Estas proteinas son inmunogénicas y posibles candidatas a
ser empleados en vacunas, ya que contienen estructuras comunes que se repiten

(Montigiani y cols., 2002).

La proteina de 10,6 kDa podria ser la tioredoxina, una hipotética proteina de
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clamidia o bien una proteina de translocacion del sistema de secrecion tipo I1I. Esta
proteina de translocacion es posible que tenga un papel en las proyecciones de la
superficie de clamidia, usualmente 18, que se encuentran en el citoplasma y salen
hacia la superficie para penetrar en el endosoma celular, permitiendo obtener

nutrientes del citoplasma del hospedador (http://www.stdgen.lanl.gov.)

La proteina de 9,2 kDa podria tratarse de una proteina clamidia especifica, una
proteina polimorfica de membrana externa, como la inmundgena Pmp8 de la
superficie; o bien podria tratarse de la Omc A, cuyo peso molecular se encuentra en
el intervalo de 9,4 a 7,2 kDa, adhesina asociada a la diferenciacion del CR al CE y
necesaria para la integridad de la membrana externa del CE (Montigiani y cols.,

2002) donde se unen los glucosaminoglicanos.

Las proteinas de 8,1 y 7,6 kDa podrian ser la OmcA o proteinas clamidia

especificas.

Es logico que en nuestra prueba no se detecte LPS debido a que no se empled
fenol en la extraccidn, se hirvio el extracto bacteriano mas de 5 min, y, finalmente,
nuestro método, SDS-page, es un método Optimo de separacion de proteinas y no del

LPS.

Por tanto, en nuestro Western-blot “in house” se obtuvieron diferentes bandas
proteicas de Cp, en casos respecto a controles. Vistos los resultados se plantea la
pregunta ;por qué s6lo algunos anticuerpos se asociaron a la presencia de ADN,
detectandose de manera significativa en los casos? Es posible que ellos reflejen una
fase inicial de la aterogénesis, con presencia de ADN. Posteriormente, ain en

ausencia de la bacteria, una mediacién inmune puede desarrollar la enfermedad.
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6. Conclusiones

1.- Se ha conseguido desarrollar una prueba Western-blot para detectar los
anticuerpos frente a Chlamydophila pneumoniae, que se ha aplicado en muestras de

suero de sujetos con enfermedad arterial periférica oclusiva.

2.- Los sujetos estudiados, pertenecientes a los casos y controles, han sido
comparables, dado que se controlo, en el disefio, la variabilidad de los factores edad,
sexo, tabaquismo y obesidad. El tnico factor que influyd en los resultados fue el

hecho de pertenecer al grupo de casos o de controles.

3.- Mediante una prueba de PCR anidada para detectar ADN de Chlamydophila
pneumoniae en las biopsias, este estuvo mas presente, de forma significativa, en los

Ccasos.

4.- Mediante MIF y ELISA la IgG anti-cuerpo elemental fue més prevalente en
los casos y cuando se detectdé el ADN. No ocurrié lo mismo con la IgG anti-
lipopolisacarido y la IgA anti-clamidia. Esto se pudiera deber a que el LPS no fuera
un buen antigeno para rescatar los anticuerpos en las reinfecciones o reactivaciones y

a que la IgA no se una correctamente a los antigenos usados en los equipos de

ELISA.

5.- Empleando un Western-blot comercial se encontrd, en los casos, una
presencia significativa de IgG anti-39 kDa y anti-54 kDa, que se relacionaron con los
resultados obtenidos mediante MIF y el ADN de Chlamydophila pneumoniae; asi
como de IgA anti-LPS, anti-92 kDa y anti-Hsp 60 kDa. Esta tltima no se relaciono
con la presencia de ADN de la bacteria. Pudiera ser que los anticuerpos, en los casos,
reflejen una fase inicial de la infeccion en la pared arterial con presencia de ADN e
IgG especifica. Posteriormente, alin en ausencia de la bacteria, podria existir una

enfermedad inmunomediada con presencia de IgA anti-Hsp 60 kDa.
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6.- Cuando se utilizd la prueba de Western-blot desarrollada “in house” se
observo la presencia de bandas de IgG e IgA frente a antigenos de diferentes pesos
moleculares, destacando, en los casos, las bandas de IgG de 70,8; 58,9; 47,9; 47.5;
18,4; 12,1; 10,6; 8,1 y 7,6 kDa; y la co-existencia de ADN cuando estuvieron
presentes las bandas de IgG de 54,6 y 1,1 kDa y de IgA de 79,4; 50,1 y 18,4 kDa.

7.- En la prueba de Western-blot “in house” también destacaron las bandas de
IgG frente a los antigenos de 128,8 y 9,2 kDa porque co-existieron, de forma
significativa, con el ADN de la bacteria en las biopsias y la presencia de enfermedad
arterial periférica. Es posible que esta IgG refleje una fase inicial de la aterogénesis,
con presencia del ADN. Posteriormente, alin en ausencia de la bacteria, se puede

desarrollar la enfermedad de manera inmunomediada.

8.- La contribucion mas importante de este estudio deriva del andlisis
simultdneo de diferentes pruebas que evaltan la relacion entre la infeccion por
Chlamydophila pneumoniae y la enfermedad vascular periférica. Pensamos que los
resultados obtenidos derivan de su reconocimiento por el sistema inmunologico,
durante su probable transporte por los monocitos, y la deteccion de la bacteria a
través de su ADN. Basidndose en esto, se podria concluir que, de manera

significativa, esta infeccion esté relacionada con esta enfermedad.

9.- No se puede deducir de nuestro estudio una relacion causal directa entre la
infeccion cronica y la enfermedad arterial periférica oclusiva, pero si estdn
justificadas nuevas investigaciones, en animales susceptibles, dirigidas a la
recuperacion de la bacteria, la reproduccion de la enfermedad y la prevencion o el

tratamiento con antibioticos.
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