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Resumen

Introduccion: El principal mecanismo patogénico que subyace la génesis vy
desarrollo de enfermedades del sistema circulatorio es la aterosclerosis. Es un
proceso patolégico complejo vy progresivo de la pared arterial que afecta especial-
mente a las arterias coronarias, cerebrales y periféricas. Actualmente se habla sobre
“La hipotesis infecciosa de la aterosclerosis”. La infeccion por Helicobacter pylori ha
sido una de las més investigadas a nivel global. Objetivo: Identificar H. pylori a partir
de lesiones ateroscleréticas de pacientes que acuden a los servicios de cirugfa
cardiovascular y angiologfa de la ciudad de Barranquilla. Métodos: Se realizd un
estudio descriptivo de corte transversal en una muestra de 102 participantes. Los
ateromas fueron tomados por personal experto en endarterectomia y diseccién de
vasos sanguineos. Los especimenes fueron embebidos en solucion formaldehido al
4%. Se realizd extraccion de ADN a partir de ateromas. El diagnostico molecular de
H. Pylori se realizd por PCR ANIDADA, evidenciando un fragmento de 120 pb
posterior a la electroforesis en gel de agarosa al 3,5% en TBE 0,5X. Resultados: Se
obtuvieron 102 muestras de ateromas. Una muestra resultd positiva para H. pylori
(Muestra #14; 1/102). El tejido aterosclerético fue obtenido a partir de arteria
coronaria derecha. Conclusion: La hipotesis infecciosa de la aterosclerosis ha sido
uno de los principales temas de investigacion a nivel mundial en las Ultimas
décadas. La infeccion por H. pylori es un factor de riesgo, sin embargo, varios
estudios son necesarios para poder concluir de manera mas precisa.

Palabras Clave: Enfermedad aterosclerética; Aterosclerosis; Inflamacion,
infeccion, Helicobacter pylori.

Abstract

Introduction: The main pathogenic mechanism underlying the genesis and develo-
pment of diseases of the circulatory system is atherosclerosis. It is a complex and
progressive pathological process of the arterial wall that affects especially the
coronary, cerebral and peripheral arteries. Currently, there is talk about "The
infectious hypothesis of atherosclerosis". Helicobacter pylori infection has been
one of the most researched worldwide. Objective: To identify H. pylori from
atherosclerotic lesions of patients who attend the cardiovascular and angiology
services of the city of Barranquilla. Methods: A descriptive cross-sectional study
was carried out. In a sample of 102 participants. The atheromas were taken by
expert personnel in endarterectomy and dissection of blood vessels. The
specimens were embedded in 4% formaldehyde solution. DNA extraction was
performed from atheromas. The molecular diagnosis of H. pylori was performed
by ANIDADA PCR, evidencing a 120 bp fragment after electrophoresis in a 3.5%
agarose gel in 0.5X TBE. Results: 102 samples of atheromas were obtained. One
sample was positive for H. pylori (Sample # 14, 1/102). The atherosclerotic tissue
was obtained from the right coronary artery. Conclusion: The infectious hypothe-
sis of atherosclerosis has been one of the main research topics worldwide in
recent decades. H. pylori infection is a risk factor, however, several studies are
necessary to be able to conclude more accurately.

Keywords: Atherosclerotic disease; Atherosclerosis; Inflammation; Infection;
Helicobacter pylori.
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INTRODUCCION

En el Departamento del Atlantico, especialmente el Distrito de Barranquilla, las enfermeda-
des isquémicas del corazén representan la principal causa de muerte a nivel general de la
poblacion (1). Aproximadamente 1.116 defunciones reportadas en el 2009, con una tasa de
mortalidad de 59,6 por cada 100 mil habitantes. Le siguen las enfermedades cerebrovascula-
res, con un total de 645 defunciones y una tasa de mortalidad de 34,4 por cada 100 mil habi-
tantes. En tercer lugar, se encuentran las agresiones (homicidios) con 463 muertes y una tasa
de mortalidad de 24,7 por cada 100 mil habitantes respectivamente (2).

El andlisis de la situaciéon de salud del Distrito de Barranquilla ano 2016, en lo concerniente al
analisis de mortalidad general por grandes causas, determind que los motivos que tienen
mayor peso son las enfermedades del sistema circulatorio, con una tasa que llegd a ser de
183,8 enel 2005y 181,17 en el 2014 (3).

El principal mecanismo patogénico que subyace la génesis y desarrollo de enfermedades del
sistema circulatorio es la aterosclerosis (4), la cual es considerada como un proceso patologi-
co complejo y progresivo de la pared arterial que afecta especialmente a las arterias corona-
rias, cerebrales vy periféricas (5). Las lesiones vasculares ateroscleroticas son el resultado de
complejas interacciones entre células inflamatorias, plaquetas, elementos vasculares vy lipo-
proteinas que regulan la expresion de genes y proteinas directamente involucradas en el
proceso de remodelado vascular (6); lo cual conlleva a la estenosis y/o oclusiéon de la luz del
vaso afectado generando hipoxia y necrosis isquémica en érganos vitales como corazon y
cerebro.

Fisiopatolégicamente la aterosclerosis se inicia con la disfunciéon del endotelio vascular indu-
cida por la alteracion bioguimica de las lipoproteinas de baja densidad (LD). En lo especifico
por la oxidacion de las LDL mediada por diversos factores desencadenantes como son: Incre-
mento de las fuerzas de estrés sobre la pared vascular, hipertension arterial, diabetes mellitus,
sobrepeso, tabaquismo, infecciones, entre otros factores que generan una respuesta inflama-
toria endotelial (7). Este proceso genera la lesion bésica que es la placa de ateroma compuesta
fundamentalmente de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorias (8). A medida que el proce-
so inflamatorio persiste se evidencian cambios histopatolédgicos en la placa que favorecen la
inestabilidad de esta, trayendo como consecuencia la rotura, hemorragia y formacion de
trombos, lo que se conoce como “Evento aterotrombotico” (2, 10), intimamente relacionado
con los diversos fenotipos clinicos de ECV como lo es el infarto agudo al miocardio tipo 1
(IAM tipo 1) y accidentes cerebro vasculares de tipo isquémico (11, 12).

En las Ultimas décadas se han hecho esfuerzos extraordinarios por diferentes laboratorios de
investigacion a nivel mundial, en aras de discernir de manera precisa y exacta la biologia mole-
cular y eventos que inician y desarrollan la lesion aterosclerdtica (13). Por mucho tiempo se
pensd que se trataba de un evento netamente cronico no transmisible ligado intimamente
con el estilo de vida y algunas condiciones bioguimicas y metabdlicas de cada paciente (14).
Sin embargo, las evidencias observadas en los Ultimos anos hacen de este proceso un evento
altamente complejo en donde también pueden participar agentes de tipo infeccioso en la
etiopatogenia de la aterosclerosis (15). Actualmente se habla en el argot cientifico sobre “La
hipotesis infecciosa de la lesién aterosclerdtica”, como posible causa o factor de riesgo
responsable de las enfermedades vasculares a nivel cardiaco y cerebral (16).

De los diversos patdgenos relacionados con la aterogénesis, la infeccion por Helicobacter
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pylori (H. pylori) ha sido una de las mas investigadas a nivel global (17). Se ha demostrado que
la presencia de H. pylori es un factor de riesgo para el desarrollo de lesién aterosclerotica y
enfermedades vasculares asociadas a esta (18). Existe evidencia directa e indirecta por la cual
H. pylori podria desencadenar eventos proinflamatorios a nivel endotelial que favoreceria la
lesion aterosclerotica (19). Teniendo en cuenta la alta prevalencia de infeccion por H. pylori
en nuestra poblacion, al igual que la alta prevalencia de enfermedades circulatorias relaciona-
das con ateromatosis, se decide investigar la presencia de H. pylori a partir de lesiones ateros-
clerdticas de pacientes que acuden a los servicios de cirugia cardiovascular y angiologia de la
ciudad de Barranquilla.

METODOS
Seleccioén de pacientes:

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal, en una muestra de 102 individuos,
mayores de 35 anos, de ambos sexos, que acuden a los servicios de cirugia cardiovascular y
angiologia en la IPS Organizacion Clinica General del Norte (OCGN) y Clinica de la Costa de
Barranquilla. Todos los participantes respondieron al consentimiento informado y a una
entrevista estructurada para evaluar condiciones antropométricas, clinicas y de historia fami-
liar. Fueron excluidos del estudio individuos con edad inferior a 35 anos, gestantes, obesos
morbidos (IMC > 40 kg/m?) y todos aquellos que estén en tratamiento para enfermedades de
la tiroides, reumaticas, hepéticas y neoplasicas.

Obtencion y preparacion del tejido aterosclerético:

Las muestras fueron tomadas por profesionales expertos en cirugia cardiovascular y angiolo-
gia, por medio de técnicas de endarterectomia y/o diseccion del vaso afectado segun la pato-
logia subyacente en cada paciente. Los especimenes fueron embebidos en solucion de
formaldehido al 4% vy transportados al laboratorio de Biologia molecular de la Universidad
Libre para su posterior analisis. Se realizé extraccion de ADN a partir de los ateromas obteni-
dos usando el kit comercial PureGenomeTM Tissue DNA Extraction, siguiendo las especifica-
ciones del fabricante.

Diagnodstico molecular de Helicobacter Pylori a partir de ateromas

Las condiciones de reaccién para la amplificacion de Helicobacter pylori por PCR ANIDADA
fueron las siguientes:

Fragmento externo:
segmento especifico del gen ureA en el genoma de H. pylori, que se amplifica mediante el
primer par de cebadores para obtener amplicones de 279 pb.

Fragmento interno:
segmento de 120 pb que se obtiene en la segunda ronda de amplificacion, utilizando cebado-
res que hibridan dentro del fragmento externo obtenido en la primera amplificacion.

Técnica realizada por Garcia A. 2010, modificada para uso de master mix PROMEGA (20).
Dispensar en un tubo de reaccion de 200 ul o un tubo de centrifuga de 1.5 ml, el agua, la
master mix y los cebadores para obtener una solucion final 17.5 ul aproximadamente (Ver

tabla 1.) Este paso se debe realizar dentro de la cabina de flujo. Luego, continuar con la incu-
bacion en el termociclador. Tener en cuenta la siguiente tabla 1:
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Tabla 1. Reactivos y concentraciones necesarias para preparar un tubo de reaccion.

Reactivos | Concentracion | Concentracién | Cantidad
inicial final por tomar
()
Master mix 2X - 10
Cebador 50 pm 1.0 pm 1,2
externo
(Forward)
Cebador 50 pm 1.0 pm 1,2
externo
Reverse
ADN 102 - 3
Agua = 7.5 9,1
Control 2,5
interno
Volumen 30
total

Fuente: Elaborado por los autores

Tabla 2. Perfil de temperatura para la PCR.

ETAPA TEMPERATURA | TIEMPO | CICLOS
°C
Desnaturalizacion 94 5
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacién 55 1
Extension 72 1 Regresar
‘Desnaturalizacion’
por 35 ciclos
Extension final 72 10

Fuente: Elaborado por los autores

1.Colocar los tubos en el termociclador y programar los ciclos, segiin Tabla 2.

2. Correr los productos en gel de agarosa al 3.5% (preparada en tampdn TBE al 0.5X),
tampon de corrido TBE al 1X, 20 Voltios, 110 miliamperios y 50 minutos.
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3. Visualizar con bromuro de etidio una vez finalizado el corrido.

4. Segmento Interno: Tomar 3 ul del producto de la primera amplificacion vy realice una
segunda empleando el segundo par de cebadores teniendo en cuenta la siguiente Tabla 3:

Tabla 3. Reactivos y concentraciones necesarias para preparar un tubo de reaccion.

Reactivos Concentracion Concentracion Cantidad por
inicial final tomar (pl)
Mdster mix 2X - 10
Cebador 50 pm 1.0 pm 1
externo
(Forward)
Cebador 50 pm 1.0 pm 1
externo
Reverse
ADN 102 - 2,5
Agua - 7.5 7,5
Volumen 27
total
Fuente: Elaborado por los autores
Tabla 4. Perfil de temperatura para la PCR
ETAPA TEMPERATURA | TIEMPO | CICLOS
°C
Desnaturalizacion 94 5
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 55 1
Extensién 72 1 Regresar
‘Desnaturalizacion’
por 30 ciclos
Extension final 72 10

Fuente: Elaborado por los autores
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5.Colocar los tubos en el termociclador y programar los ciclos, ver Tabla 4.

6. Correr los productos en gel de agarosa al 3.5% (preparada en tampdn TBE al 0.5X),
tampon de corrido TBE al 1X, 90 Voltios, 110 miliamperios y 50 minutos.

7. Visualizar con bromuro de etidio una vez finalizado el corrido en electroforesis horizontal
en gel de agarosa.

RESULTADOS

En total se obtuvieron 102 muestras de ateromas. Solo una resultd positiva para H. pylori
(1/102). La muestra que resultd positiva fue la numero 14 (Ver figura 1), la cual correspon-
de a masculino de 61 anos, con diagndstico de dislipidemia, revascularizacion coronaria
(bypass coronario) hace 16 anos. Paciente hipertenso, con indice de masa corporal normal,
sin diabetes, no alcohol, no tabaco. El tejido aterosclerodtico fue obtenido a partir de arteria
coronaria derecha.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 3,5% en TBE 0.5X. PM: Marcador de
peso molecular; C- : Control negativo (agua destilada); C+ : Control positivo para H. pylori;
M14: Muestra nimero 14.

P e ey gy

Fuente: Elaboracion de los autores

DISCUSION

Helicobacter pylori es una bacteria gramnegativa que coloniza la mucosa géastrica del ser
humano, que en los Ultimos 28 anos ha sido identificado como un factor de riesgo esencial
para varias enfermedades, entre ellas la Ulcera péptica vy el cdncer gastrico (21). Se ha docu-
mentado que H. pylori podria participar en otras enfermedades extradigestivas. Por ejemplo:
patologias hematoldgicas, cardiovasculares, dermatolégicas, neuroldgicas, entre otras (22).

En lo concerniente a las enfermedades cardiovasculares, se ha demostrado cientificamente
que la infeccion por H. pylori podria influir en el origen y desarrollo de Aterosclerosis, Enfer-
medad coronaria, Sindrome coronario agudo, Ictus cerebral y Trombosis venosa profunda
(23, 24).

Ayaday cols, evidenciaron (en modelos animales) que la infeccién por H. pylori condiciona un
ambiente proinflamatorio a nivel endotelial que favorece la oxidacion de las lipoproteinas de
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baja densidad (LDL) y en consecuencia la aterogénesis (25). Se evidencid una respuesta
inmune celular mediada por LT-CD4+ que polariza la respuesta hacia un perfil h1l con secre-
cion de citoquinas proinflamatorias las cuales favorecen la oxidacion de las LDL a nivel del
endotelio vascular. También se evidencié una respuesta inmune de tipo humoral con secre-
cion de IgG2a capaz de reconocer por mimetismo molecular proteina del shock térmico
humana de 60 kd (HSP 60) expresada sobre la intima vascular. Al parecer ambas respuestas,
tanto celular como humoral, favorecen la aterogénesis en modelos animales apoe+/-IdIr+/-.

Varios estudios han demostrado que los pacientes con enfermedad coronaria aterosclerotica
(ECA) tienen alta prevalencia de infeccién por H. pylori (26,27). Vijayvergiya y cols (27)
demostraron que los pacientes con ECA tenian mayor seropositividad IgG en comparacion
con los controles (42% vs 23%, p = 0.06). Franceschi y cols (28) encontraron que H. pylori
Cag-A se asociod significativamente con sindrome coronario agudo (OR = 1,34; IC 95%:
1,15-1,58, p =0.0003). También se ha demostrado que la infeccion por H. pylori se asocio
con ECA temprana en individuos sin factores de riesgo clasicos o convencionales (29). Otro
estudio interesante fue el que realizé Assadi y cols, en donde evidenciaron la asociacion entre
H. pylori y la angina de pecho en pacientes con arterias epicardicas sanas (30).

CONCLUSION

La hipotesis infecciosa de la aterosclerosis ha sido uno de los principales temas de investiga-
cion a nivel mundial en las Ultimas décadas. Los resultados no han sido reproducibles en su
totalidad y en consecuencia no son concluyentes entre algunos trabajos y otros. Al parecer
por tratarse de una patologia compleja y multifactorial los resultados son discordantes entre
una poblacion y otra. Por lo tanto, mas estudios son necesarios para poder concluir de
manera mas precisa la participacion de patdgenos infecciosos en la génesis de la aterosclero-
Sis.
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