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Resumen:

Introduccion: Las enfermedades del sistema circulatorio representan uno de los
mayores problemas de salud publica a nivel mundial, nacional y regional. El
mecanismo patogénico que subyace esta patologia es la aterosclerosis. Existen
varios factores que favorecen la etiopatogenia de la lesion aterosclerdtica. Las
infecciones, juegan un papel importante. La infeccion por el Virus del Herpes
Simplex se ha considerado como un factor de riesgo emergente. Objetivo: Realizar
diagnostico molecular de infeccion por Virus Herpes Simplex tipo 1 y tipo 2 en tejido
aterosclerotico humano. Método: Se realizd extraccion de ADN viral a partir de
ateromas usando el kit comercial PureGenomeTM Tissue DNA Extraction. La
amplificacion del material genético viral se realizé por PCR en tiempo real (QPCR)
con el kit comercial “Human Herpes Virus 2 (Herpes simplex type 2) UL36 region
genesig Standard Kit y Human Herpes Virus 1 (Herpes simplex type 1) Capsid

assembly and DNA maturation gene. Genesig Standard Kit’. Resultados: En total
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se obtuvieron 102 muestras de ateromas, extraidas de diferentes fuentes
anatomicas. Tres muestras resultaron positivas para VHS tipo 1 (3/102). Ninguna
muestra evidencié material genético para VHS tipo 2 (0/102). Conclusién: La
etiopatogenia de la aterosclerosis es un proceso altamente complejo. Los virus
juegan un papel importante, en especial la infeccion por Virus del herpes simplex
tipo 1. La infeccion por este virus genera cambios a nivel de las células vasculares
y no vasculares, favoreciendo el acumulo de lipoproteinas de baja densidad

guimicamente oxidadas, importantes para la aterogénesis.

Palabras claves: Enfermedades circulatorias, aterosclerosis, inflamacion,

infeccion, Virus Herpes simplex.
Summary:

Introduction: Diseases of the circulatory system represent one of the greatest
public health problems worldwide, nationally and regionally. The pathogenic
mechanism that underlies this pathology is atherosclerosis. There are several factors
that favor the etiopathogeny of the atherosclerotic lesion. Infections play an
important role. Infection with Herpes Simplex Virus has been considered as an
emerging risk factor. Objective: To perform molecular diagnosis of infection by
Herpes Simplex virus type 1 and type 2 in human atherosclerotic tissue. Method:
Viral DNA extraction was performed from atheromas using the commercial
PureGenomeTM Tissue DNA Extraction kit. The amplification of the viral genetic
material was performed by real-time PCR (gPCR) with the commercial kit "Human
Herpes Virus 2 (Herpes simplex type 2) UL36 region genesig Standard Kit and
Human Herpes Virus 1 (Herpes simplex type 1) Capsid assembly and DNA
maturation gene Genesig Standard Kit ". Results: A total of 102 samples of
atheromas were obtained, extracted from different anatomical sources. Three
samples were positive for HSV type 1 (3/102). No sample showed genetic material
for HSV type 2 (0/102). Conclusion: The etiopathogenesis of atherosclerosis is a
highly complex process. Viruses play an important role, especially the infection by

Herpes simplex virus type 1. The infection by this virus generates changes at the
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level of vascular and non-vascular cells, favoring the accumulation of chemically

oxidized low density lipoproteins, important for the atherogenesis

Key words: Circulatory diseases, atherosclerosis, inflammation, infection, Herpes

simplex virus.

Introduccidén

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) corresponden a un conjunto de
patologias relacionadas con el corazén y los vasos sanguineos. Actualmente,
representan uno de los mayores problemas de salud publica a nivel mundial (1,2).
La organizacion Mundial de salud (OMS), considera a la ECV como la principal
causa de muerte en todo el mundo, argumentando que cada afio mueren mas
personas por ECV que por cualquier otra causa (3). Se calcula que en 2012
aproximadamente murieron 17,5 millones de personas por esta causa, lo cual
representa un 31% de todas las muertes registradas en el mundo. De estas muertes,
7.4 millones se debieron a la cardiopatia coronaria y 6.7 millones a los accidentes

vasculares cerebrales (AVC) (3).

El Ministerio de la Proteccion Social, en noviembre del 2016, en el informe sobre la
Situacion de salud en Colombia (ASIS); reporté que entre el periodo del 2005 al
2014, la principal causa de mortalidad en hombres y en mujeres fueron las
enfermedades del sistema circulatorio (4). Donde las enfermedades isquémicas del
corazon produjeron el 49.30% (293.458) de las muertes por enfermedades del
sistema circulatorio, pasando de 78.89 a 7824 muertes por cada 100.000 habitantes.
La segunda causa mas frecuente de mortalidad por enfermedad del sistema
circulatorio fueron las enfermedades cerebrovasculares, causando el 20.93%
(64.196) de las defunciones de hombres y el 10.78% del total de muertes en el grupo

de causas (4).

En el departamento del Atlantico, especialmente el distrito de Barranquilla, las
enfermedades isquémicas del corazon representan la principal causa de muerte a

nivel general de la poblacién, aproximadamente 1.116 defunciones reportadas en el
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afio 2009; con una tasa de mortalidad de 59.6 por cada 100 mil habitantes (5). Le
siguen las enfermedades cerebrovasculares, con un total de 645 defunciones y una
tasa de mortalidad de 34.4 por cada 100 mil habitantes; y las agresiones
(Homicidios) con 463 muertes y una tasa de mortalidad de 24.7/100 mil hab,

respectivamente (6).

El analisis de la situacién de salud del distrito de Barranquilla afio 2016, en lo
concerniente al andlisis de mortalidad general por grandes causas, determind que
las causas que tienen mayor peso son las enfermedades del sistema circulatorio,

con una tasa que lleg6 a ser de 183.8 en el 2005y 181.17 en el afio 20149 (7).

El principal mecanismo patogénico que subyace la génesis y desarrollo de
enfermedades del sistema circulatorio es la aterosclerosis (8), la cual es
considerada como un proceso patologico complejo y progresivo de la pared arterial
gue afecta especialmente a las arterias coronarias, cerebrales y periféricas (9). Las
lesiones vasculares aterosclerdticas son el resultado de complejas interacciones
entre células inflamatorias, plaguetas, elementos vasculares y lipoproteinas que
regulan la expresion de genes y proteinas directamente involucradas en el proceso
de remodelado vascular (10); lo cual conlleva a la estenosis y/o oclusion de la luz
del vaso afectado generando hipoxia y necrosis isquémica en organos vitales como

corazon y cerebro.

Actualmente se han asociado varios factores que favorecen al desarrollo de la lesidon
aterosclerotica, algunos genéticos otros ambientales, algunos modificables otros no
modificables; algunos son considerados como clasicos o tradicionales y otros como
emergentes, que en la actualidad son terreno activo de investigacion a nivel mundial
(11). Dentro de los factores de riesgos emergentes, las infecciones, juegan un papel
importante tanto en el inicio como en el desarrollo de la ateromatosis (12), tanto las
bacterias como los virus juegan un papel clave en la disfuncion endotelial que
conlleva a la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad y la subsecuente cascada

molecular y celular que favorece la consolidacion e inestabilidad del ateroma (13).
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La infeccion por Herpes Virus (VHS) es muy frecuente en la poblacion general,
considerdndose como un virus ubicuo de facil transmisién y alta infectividad (14).
Muchos estudios respaldan la asociacion que existe entre la infeccion por VHS y el
riesgo de enfermedad vascular aterosclerética (15). Sin embargo, los resultados no
han sido reproducibles en su totalidad, por lo que ain no hay consenso en la

comunidad cientifica que respalda la hipotesis infecciosa de la aterosclerosis.

Teniendo en cuenta el gran impacto de las enfermedades circulatorias,
cardiovasculares y cerebrovasculares, en la poblacion de Barranquilla; decidimos
realizar el diagndéstico molecular de la infeccibn por VHS a partir de tejido
aterosclerotico humano, en una cohorte de pacientes que acuden a los servicios de
cirugia cardiovascular y angiologia en dos instituciones prestadoras de salud (IPS)

en la ciudad de Barranquilla — Colombia.
Métodos:
- Seleccién de pacientes:

Se realizd un estudio descriptivo de corte transversal, en una muestra de 102
individuos, mayores de 35 afos, 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 familiar. Fueron excluidos del
estudio individuos con edad inferior a 35 afios, gestantes, obesos mérbidos (IMC =
40 kg/m?) y todos aquellos que estén en tratamiento para enfermedades de la

tiroides, reumaticas, hepaticas y neoplasicas.
- Obtencién y preparacion del tejido aterosclerético:

Las muestras fueron tomadas por profesionales expertos en cirugia cardiovascular
y angiologia, por medio de técnicas de endarterectomia y/o diseccion del vaso
afectado segun la patologia subyacente en cada paciente. Los especimenes fueron
embebidos en soluciéon de formaldehido al 4%, y transportados al laboratorio de

Biologia molecular de la Universidad Libre para su posterior analisis. Se realizé
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extraccion de ADN viral a partir de los ateromas obtenidos usando el kit comercial
PureGenomeTM Tissue DNA Extraction, siguiendo las especificaciones del
fabricante. Posteriormente se realiz6 amplificacién de material genético viral usando
la técnica de PCR en tiempo real (QPCR) con el kit comercial “Human Herpes Virus
2 (Herpes simplex type 2) UL36 region genesig Standard Kit y Human Herpes Virus
1 (Herpes simplex type 1) Capsid assembly and DNA maturation gene. Genesig
Standard Kit”.

Resultados:

De las 102 muestras analizadas, ninguna resulto positiva para el VHS tipo 2. Sin
embargo, 3 muestras dieron positivas para VHS tipo 1. Las muestras que resultaron
positivas fueron: 10, 66 y 245 (Ver figura 1).
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Figura 1. Resultado de gPCR VHS tipo 1 a partir de tejido aterosclerotico.
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La muestra # 10 corresponde a masculino de 57 afios, con diagnostico de dilatacion
severa de la raiz adrtica e hipertrofia del ventriculo izquierdo. Hipertenso, con indice
de masa corporal normal, sin diabetes, no alcohol, no tabaco. El tejido

aterosclerotico fue obtenido a partir de valvula aértica.

La muestra # 66 corresponde a masculino de 62 afios, con enfermedad coronaria
aterosclerdtica severa de 3 vasos. Buen indice de masa corporal, hipertenso y
diabético, no alcohol, no tabaco. Tejido aterosclerotico obtenido a partir de arteria

coronaria descendente posterior.

Muestra # 245 corresponde a masculino de 62 afios, con arteriopatia carotidea
derecha. Paciente con sobrepeso, hipertension y tabaquista. No alcohol, no
diabetes. Tejido aterosclerotico obtenido a partir de arteria carotida derecha.
Discusion:

Fisiopatolégicamente, la aterosclerosis se inicia con la disfuncion del endotelio
vascular inducida por la alteracion bioquimica de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL). Especificamente por la oxidacion de las LDL mediada por diversos factores
desencadenantes como: Incremento de las fuerzas de estrés sobre la pared
vascular, hipertension arterial, diabetes mellitus, sobrepeso, tabaquismo,
infecciones, entre otros factores que generan una respuesta inflamatoria endotelial
(16). Este proceso genera la lesion basica que es la placa de ateroma compuesta
fundamentalmente de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorias (17). A medida
gue el proceso inflamatorio persiste, se evidencian cambios histopatoldgicos en la
placa que favorecen la inestabilidad de ésta, trayendo como consecuencia la rotura,
hemorragia y formacién de trombos, lo que se conoce como “Evento
aterotrombético” (18,19); intimamente relacionado con los diversos fenotipos
clinicos de ECV como lo es el infarto agudo al miocardio tipo 1 (IAM tipo I) y

accidentes cerebro vasculares de tipo isquémico (20,21).

Las infecciones virales, son uno de los principales factores ambientales que
favorecen la aterogénesis (22). EI mecanismo patogénico mediado por los virus

puede ser dual o una sinergia entre ellos. La literatura cientifica especializada en el
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tema considera un mecanismo “Directo” sobre las células endoteliales y otro
mecanismo “Indirecto” sobre otras células NO endoteliales, que favorecen una
respuesta inflamatoria sistémica conllevando a la oxidacion de las LDL sobre la

intima vascular.

Directamente se ha identificado que los virus que infectan las células endoteliales
favorecen la expresion de moléculas antigénicas sobre la superficie endotelial, lo
cual promueve una repuesta inflamatoria localizada con la participacion del
componente celular y molecular del sistema inmunolégico innato y adquirido (23).
La respuesta inmune crénica y persistente facilita el desarrollo de una lesion
aterosclerotica que dependiendo de mudltiples factores puede avanzar hasta la
oclusion de la luz vascular o en su defecto a la inestabilidad de la placa conllevando

a un evento aterotrombotico.

El primer agente infeccioso identificado de manera directa con la aterosclerosis fue
un tipo apicola de herpesvirus (asociado a la enfermedad de Mareck), el cual fue
inoculado en gallinas libres de todo tipo de infeccion y alimentadas con una dieta
rica en colesterol por Fabricant y cols, en 1978 (24). Luego del sacrificio de estos
animales se apreciaron lesiones ateroscleroticas claramente visibles y de avanzado
tipo, similares a las humanas. El mismo grupo inmunizd con posterioridad a este
tipo de animales con el fin de prevenir el desarrollo de aterosclerosis tras la
inoculacion, con resultados alentadores, documentando una particular acumulacion

de ésteres de colesterol en las células musculares lisas (25).

A principios de la década de 1990, Etingin y cols, demostraron que la molécula de
adhesion GMP140 puede ser expresada por las células endoteliales infectadas por
VHS, y podria mediar la lesion celular e inflamacion a nivel endotelial (26).
Chirathaworn y cols, demostraron que la infeccion por VHS 1 en células endoteliales
incrementa la expresién de la molécula LOX-1, la cual exacerba el proceso de
captacion de LDL oxidadas en células endoteliales infectadas por este virus (27).
Estos resultados fueron reproducibles por Hajjar y cols, quienes evidenciaron que
las células del musculo liso vascular (VSMC) infectadas por VHS acumulaban mas
ésteres de colesterol saturados y triacilgliceroles, que en células no infectadas (28).
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Indirectamente se ha evidenciado el fendmeno de “mimetismo molecular” entre
moléculas virales y algunas proteinas que conforman la maquinaria molecular de la
célula endotelial y muscular vascular (29). Se ha evidenciado que las células
infectadas por VHS presentan alteracion metabdlica del colesterol favoreciendo el
acumulo de estas moléculas sobre la intima vascular. También se ha evidenciado
que la infeccion por VHS favorece a un ambiente procoagulante y antifibrinolitico,

vital para el efecto aterotrombotico cientificamente demostrado (30).

Conclusiones:

Las enfermedades del sistema circulatorio representan un problema prioritario de
salud publica a nivel mundial, nacional y regional. La aterosclerosis es el principal
mecanismo patogénico responsable de los diversos fenotipos clinicos tanto de
enfermedad cardiovascular como de accidentes cerebro vasculares. Con respecto
a la etiopatogenia de la lesidon aterosclerotica, aun hay mas preguntas que
respuestas. Lo anterior se debe, principalmente, a la presentacion multifactorial de
la enfermedad, algunos genéticos y otros ambientales, como también a la sinergia
gue resulte entre ellos. Por lo tanto, hace de esta tematica un terreno activo de
investigacion cientifica constante y persistente, a nivel de ciencias basicas médicas

como también en la practica clinica actual.

Con respecto al papel de la infeccion por VHS en la etiopatogenia de la
aterosclerosis, existe evidencia cientifica que involucra la participacion del virus con
la aterogénesis, sin embargo, los resultados no son reproducibles entre una
poblacién y otra. Por lo tanto, varios estudios tanto basicos como clinicos son
necesario para poder definir el papel de la infeccion por VHS en la aterosclerosis

humana.
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