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RESUMEN

Introduccion: En Cuba, la segunda causa de muerte son las enfermedades cardiacas, especialmente las de origen
isquémico, causada por la aterosclerosis coronaria, donde los agentes infecciosos aparecen descritos como factores de
riesgo en su desarrollo.

Objetivo: Identificar la relacion entre la infeccién por el Citomegalovirus, el Virus Herpes Simple y la Clamydophila
pneumoniae Yy su posible protagonismo en la aterosclerosis en pacientes operados de cirugia cardiaca.

Métodos: Se estudiaron 34 pacientes que requirieron una intervencioén cardiaca, 18 con enfermedad coronariay 16 con
enfermedad valvular, los que dieron su consentimiento a participar en el estudio, se determiné su estado seroldgico con
respecto a Citomegalovirus y virus del herpes simple previo al acto quirdrgico. Se les extrajeron muestras de tejido y se
les realizé determinacion de ADN de Citomegalovirus(CMV), Virus Herpes Simple(VHS) y Clamidophila pneumoniae.
Resultados: El habito de fumar fue el factor de riesgo mas frecuente (64,7%), seguida en orden de frecuencia por Hi-
pertension Arterial (58,8%), la cual fue particularmente frecuente para el grupo coronario (66,6%)..Los pacientes corona-
rios con IgG anti CMV representan el 77,7% y con IgG anti VHS el 66,6%. De igual forma los valvulares con IgG anti
CMV representan el 68,7% y con IgG anti VHS el 56,25%. En ninguna muestra de tejido se demostro la presencia del
genoma de estos agentes.

Conclusiones: Se demuestra la asociacion entre factores de riesgo conocidos en pacientes con cardiopatia isquémica,
existe elevada prevalencia serologica de exposicion a los agentes infecciosos estudiados pero no se demuestra su
presencia en los tejidos estudiados.
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Abstract

We studied 34 patients, from july 1 to august 31, 2014 at Ameijeiras hospital. A cardiac surgery were performed in all of
them, 18 with coronary disease and 16 with valvular disease (10 aortic and 6 mitral) this work was approved by the Eth-
ics Committee responsible for this investigation. We determined they serological status in relation with cytomegalovirus
(CMV) and herpes simple virus (HSV) before cardiac surgery and we used samples of tissues during surgery (Left Inter-
nal mammary artery, 18.Right Internal mammary artery, 1. Ascending Aortic wall 9, Valvular tissues, 16) to find DNA of
cytomegalovirus, herpes simple virus and Clamidophila pneumonia with PCR. The most frecuent risk factor was smoking
habit (64,7%), represent 61,1% in coronary disease group and 68,7% in valvulvar. Hypertension was the second one risk
factor (58,8%), particulary elevated in coronary disease group(66,6%). The patients in coronary group positive IgG
against CMV represent the 77, 7% and with 1gG against HSV 66,6%. In the valvular group positive IgG against CMV
represent the 68, 7% and with 1gG against HSV 56,25%. No one sample of tissue showed genomic presence of C.
pneumoniae, CMV or HSV with PCR.
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INTRODUCCION

n Cuba, la segunda causa de muerte son las
E enfermedades cardiacas , con una tendencia

al aumento; el mayor protagonismo en la
mortalidad la tienen aquellas provocadas por las
enfermedades isquémicas del corazén. Anualmente
se realizan numerosas intervenciones quirdrgicas
para el tratamiento de la enfermedad coronaria en
Cuba, de estas, un nimero considerable se realizan
en el cardiocentrro del Hospital Hermanos Ameijei-
ras.

En la formacion de placas de ateroma se plantean
qgue influyen varios factores de riesgo conocidos,
entre los que podemos citar el habito de fumar, la
hipercolesterolemia, la hipertension arterial, la di-
abetes mellitus, los posibles factores genéticos da-
dos por los antecedentes patolégicos familiares de
enfermedad aterosclerdtica. La mayoria de estos
factores se encuentran con elevada frecuencia en la
poblacién cubana.

El papel de algunos agentes infecciosos en la for-
macion y el desarrollo de las placas de ateroma ha
sido investigado con anterioridad . Entre los agentes
gue comUnmente se asocian a este tipo de patolog-
ia se encuentran las virales entre las que podemos
citar al Citomegalovirus (CMV), el Virus Herpes
Simple (VHS) y el Virus Epstein Barr (VEB) y entre
las causas bacterianas la Clamidophila pneumoniae
y el Helicobacter pilori. La patogénesis y la asocia-
cion de estos microorganismos es un fenémeno que
se encuentra en debate en la comunidad cientifica.
Se ha encontrado el genoma de estos agentes y al
agente mismo viable en las placas ateromatosas, lo
gue pudiera indicar algin nivel de participacion en la
formacién y desarrollo de estas, sugiriéndose la
presencia de un fenémeno inflamatorio crénico .Los
agentes virales implicados en la formacion de las
placas de ateroma pertenecen a la familia Herpesvi-
ridae, que tienen la caracteristica de persistir en el
organismo humano en una fase llamada de latencia,
en la que no hay actividad o multiplicacion viral.
Entre los tejidos o células en los que los herpesvirus
hacen latencia se encuentran los linfocitos B (VEB),
los polimorfonucleares (CMV) y las células endote-
liales. Ademas estos virus tienen una amplia preva-
lencia a nivel mundial, que llega a ser mayor del
90% en paises en vias de desarrollo, por lo que su
asociacién con aterogénesis puede ser dificil de
demostrar .En las Ultimas décadas se ha demostra-
do el papel que desempefia la inflamacion en la

aterogénesis y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad coronaria. Las denominadas placas
activas o vulnerables, que son responsables de la
aparicién de eventos coronarios agudos, como el
infarto de miocardio y la angina inestable, contienen
numerosas células inflamatorias. La cuestion de si
las infecciones pueden causar lesiones arteriales
difusas y croénicas, ha sido motivo de debate por
muchos afios. Sin embargo, solo en fecha reciente
se tienen pruebas respecto a las relaciones especi-
ficas entre la aterosclerosis y diversos agentes in-
fecciosos. Evidencias recientes indican que existe
un estimulo antigénico crénico en pacientes con
enfermedad coronaria y que este podria ser causa-
do por agentes infecciosos. Entre estos, la C.
pneumoniae parece ser, en el momento actual, el
agente mas probable y sobre el cual mas estudios
se han publicado .Con el objetivo de identificar si
existe alguna relacién entre la presencia de los
agentes CMV, VHS y C. pneumoniae y la enferme-
dad ateroesclerética en pacientes cubanos, investi-
gamos la presencia de infeccién previa por el CMV y
el VHS asi como la deteccién y cuantificacion del
genoma del CMV, el VHS y la C. pneumoniae en un
fragmento de tejido vascular, obtenido de pacientes
gue se realizaron una intervenciéon quirirgica terap-
éutica cardiovascular, asi como su asociacién a
factores de riesgo de enfermedad ateroesclerotica.

Objetivo

General: Identificar la relacion entre la infeccion por
el Citomegalovirus, el Virus Herpes Simple y la
Clamydophila pneumoniae con la aterosclerosis en
pacientes operados de cirugia cardiaca.

Especificos

1. Caracterizar a los pacientes del estudio en cuanto
a variables sociodemograficas, tipo de enfermedad
cardiaca, presencia de factores de riesgo corona-
rios y proceder quirargico empleado.

2. Determinar la presencia de la infeccion previa al
Citomegalovirus y el Virus Herpes Simple

3. Detectar y cuantificar el genoma del Citomegalo-
virus, el Virus Herpes Simple y la Clamidophila
pneumoniae en tejido vascular.

4. Determinar la posible relacion entre la presencia
del genoma de los agentes infecciosos (CMV,
VHS y C. pneumoniae) en tejido vascular y la infec-
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cién previa por estos con los factores de riesgo car-
diovasculares de los pacientes operados de cirugia
cardiaca.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron de forma descriptiva y prospectiva 34
pacientes, 18 de los cuales tienen enfermedad co-
ronaria y 16 enfermedad valvular (10 Adrticos y 6
Mitrales) que aceptaron participar en el estudio me-
diante la firma del consentimiento informado.

Todos los pacientes fueron operados de cirugia de
revascularizacion miocardica o sustitucion valvular
por prétesis mecéanica de la valvula afectada; en el
periodo desde el 2 de mayo hasta el 31de julio del
2014 en el cardiocentro del Hospital Hermanos
Ameijeiras.

Los pacientes se distribuyeron en 2 grupos, los co-
ronarios (18 pacientes) con evidencia por coronario-
grafia de aterosclerosis coronaria severa y los val-
vulares (16 pacientes) sin evidencia por coronario-
grafia de aterosclerosis coronaria alguna.

Procedimiento

Toma de muestras

A todos los pacientes, durante el acto quirdrgico, se
les realizé una extraccién de sangre, para la obten-
cién de suero, asi como muestras de tejido segun el
tipo de cirugia para cada caso en particular.

Las muestras de tejido se extrajeron teniendo en
cuenta el principio de no comprometer la vida o la
salud del paciente, por lo que solo se tomaron aque-
llas muestras de tejido que normalmente queda
excedente o de desecho. A los pacientes sometidos
a cirugia de revascularizacion miocardica se les
toma tejido de la arteria mamaria y en los casos que
requirieron anastomosis aértica se les extrajo tam-
bién la muestra de tejido adrtico. A ningln paciente
se le extrajo tejido de las coronarias afectadas en
aras de no incrementar el riesgo quirdrgico. A los
pacientes sometidos a cirugia de sustitucion valvular
se les tomo tejido de la valvula afectada ya sea aor-
tica o mitral.Se procesaron un total de 44 muestras
de tejidos distribuidas de la siguiente manera: Ma-
maria lzquierda: 18, Mamaria Derecha: 1, Pared
Aorta ascendente: 9, Valvula Adrtica: 10 y Valvula
Mitral: 6.

Determinacion de 1gG especifica anti-CMV_y_anti-
VHS

Para determinar la presencia de IgG especifica anti-
CMV y anti-VHS, se empled el método de ELISA,
siguiendo las recomendaciones del fabricante para
cada uno de los estuches empleados (DiaSorin,
Italia): IgG CMV- ETI-CYTOK-G PLUS, P002033 e
IgG VHS 1y 2- ETI-VHSK-G %, P002025

Determinacion de ADN de CMV, VHS y Chlamy-
dophila pneumoniae

Extraccion del ADN

El ADN de las muestras de tejidos (aorta, valvular o
arteria mamaria) se extrajeron mediante el estuche
comercial QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alema-
nia) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
cantidad de muestra de tejido utilizada para la ex-
traccion fue de 1 gramo.

Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

(PCR-TR).

Se utilizaron tres estuches comerciales de PCR-TR
para la deteccion y cuantificacion del CMV, el VHS
(tipos 1 y 2) vy la Chlamydophila pneumoniae; si-
guiendo los protocolos descritos por los fabricantes
(TIB MOLBIOL, Alemania), los cuales estan disefia-
dos para realizarse en la plataforma LightCycler
(Roche, Alemania).Los estuches incluyen la mezcla
(LightMix) de los cebadores de las zonas conserva-
das dentro del genoma de los virus estudiados, las
sondas especificas para cada agente mediante
hibridacién de fluorescencia, los cebadores y las
sondas para el control interno, asi como el fragmen-
to del genoma del control interno que se amplifica.
Para la reaccién se utiliz6 ademés otra mezcla que
contiene la enzima de la reaccion (LightCycler
FastStart DNA Master HybProbe). Para el andlisis y
cuantificacion del nidmero de copias presentes en
cada muestra se empleé el método de la derivacion
secundaria maxima de la version 3.3 del programa
automatico del LightCycler. Los resultados se con-
virtieron a copias/mL. Las muestras clinicas se con-
sideraron negativas (cuantificacién no detectable) si
el valor del punto de corte sobrepasaba el ciclo 40
del PCR-TR o si la cuantificacién estuvo por debajo
de 10 copias/mL, de acuerdo al limite de deteccion
analitico descrito en el estuche comercial. Los resul-
tados de la cuantificacion positivos a: CMV, VHS o
C. pneumoniae en las muestras se informaron en
namero de copias/mL. Para evitar las posibles con-
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taminaciones se tuvieron en cuenta el empleo de
todas las medidas de bioseguridad y de trabajo en
laboratorio estipuladas en el IPK. Para descartar
contaminaciones en cada uno de los ensayos se
incluyd un control negativo (agua destilada estéril
libre de ARNasas y ADNasas).

Estudio estadistico

Los datos se expresan como media + desviacion
estandar (DE) y en porcientos. Para la comparacion
de medias de los mismos pacientes utilizamos el
test de la t de Student-Fisher para datos empareja-
dos. Se consideraron estadisticamente significativos
los valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Variables socio demograficas

Se estudiaron 34 pacientes con un promedio de
edad fue de 58,8 £ 9,02 afios, de los cuales 15 fue-
ron mujeres y 19 hombres. En el grupo de los pa-
cientes con coronariopatia predominaron los hom-
bres (72%) mientras que en los valvulares predomi-
naron las mujeres (60%).

Factores de riesgo coronarios

El h&bito de fumar fue el factor de riesgo mas fre-
cuente (64,7%), representando el 61,1% en los co-
ronarios y el 68,7% en los valvulares seguida en
orden de frecuencia por la Hipertension Arterial
(58,8%), la cual fue particularmente frecuente para
el grupo coronario (66,6%). Otros factores de riesgo
frecuentes fueron la Diabetes Mellitus (22,2%) y la
fiebre reumatica (25% de los pacientes del grupo de
los valvulares, 3 de ellos con estenosis mitral y solo
1 con estenosis aortica).

El promedio de colesterol total en sangre fue de 4,8
mml/L +1,4 para los coronarios y de 5,0 mml/L £0,72
para los valvulares. Para los triglicéridos fue de 1,9
mml/L + 0,58 para los coronarios y de 1,93 mml/L
+1,5 para los valvulares.

Determinacién de la infeccién por CMV, VHS vy C.
pneumoniae

Los resultados serolégicos para determinar la pre-
sencia de IgG anti-CMV y VHS se demuestra en la
tabla 1.

Tabla 1 Prevalencia de IgG anti CMV y IgG anti
VHS en los grupos de pacientes estudiados.

Grupo IgG anti CMV | IgG anti VHS

No. % No. %

Coronarios 14 41,2 12 35,3
Valvulares 11 32,3 9 26,5
Total 25 73,5 21 61,7

Fuente: Planilla de recoleccién de datos.

La tabla 1 expresa los resultados con relacion al
total de pacientes, pero dentro del mismo grupo los
pacientes coronarios con IgG anti CMV representan
el 77,7% y con IgG anti VHS el 66,6%. De igual
forma los valvulares dentro del mismo grupo, con
IgG anti CMV representan el 68,7% y con IgG anti
VHS el 56,25%. Estas diferencias no resultaron
significativas debido a la elevada frecuencia.

En ninguna de las muestras de tejidos se demostré
la presencia del genoma de C. pneumoniae, CMV o
VHS mediante PCR-TR, por lo que no fue posible
realizar asociaciones entre estos factores.

DISCUSION

La ateroesclerosis tiene un origen multifactorial,
numerosos agentes se han invocado que “colabo-
ran” simultdnea y consecutivamente y contribuyen al
surgimiento y desarrollo de la lesién ateroesclerdti-
ca. La lesion ateromatosa es un sitio inflamatorio
compuesto de un nucleo lipidico necrético, el endo-
telio vascular modificado, células de musculo liso,
macréfagos, linfocitos y gran variedad de mediado-
res inflamatorios.

Una gran variedad de factores de riesgo se conocen
gue estan asociados a la ateroesclerosis y a la pa-
togénesis de la enfermedad cardiovascular. Los
factores tales como el nivel de colesterol elevado, la
hipertension arterial, la hiperglicemia, el estrés, el
habito de fumar y la obesidad solo se encuentran en
alrededor del 60 % de los casos. Nuestros resulta-
dos coinciden con este planteamiento. Debe sefia-
larse que en el caso de los pacientes coronarios,
sus factores de riesgo se encuentran compensados
en su mayoria, por el fuerte control medicamentoso
al que estan sometidos, ya que son pacientes que
llevan varios dias de ingreso antes del tratamiento
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quirdrgico, esto explica en parte su similitud con los
valvulares.

En los ultimos 15 afios se comenzé a considerar la
enfermedad ateroesclerética como una enfermedad
cronica inflamatoria y se realizan nuevos esfuerzos
desde entonces en la blsqueda de asociacion con
entidades infecciosas. La mayoria de los estudios
citan a agentes de amplia distribucién mundial, cuya
infeccion es comun (> 50% en mayores de 20 afios),
por sus caracteristicas epidemioldgicas y de infec-
cion a largo plazo a nivel celular, provocando repeti-
dos estimulos antigénicos y una respuesta inmune
con gran liberaciéon de mediadores de la inflama-
cion.

En Cuba existen pocos estudios previos de frecuen-
cia de infeccion anterior frente al CMV y al VHS,
dada por la presencia de anticuerpos IgG, en los
gue se encuentra una elevada frecuencia (entre el
75 y el 92%). Los resultados encontrados se en-
cuentran en correspondencia con lo anterior.

La elevada frecuencia de infeccion por estos agen-
tes debe ser considerada con sumo cuidado, pues
existen multiples estudios que tratan de establecer
una relacion etiolégica entre estos agentes y el de-
sarrollo de enfermedades tales como las enferme-
dades neuroldgicas, las autoinmunes y el envejeci-
miento inmunoldgico. Estos estudios tan variados
conllevan a resultados encontrados, también con
metodologias variables, en las que se asumen posi-
ciones opuestas entre los investigadores, todo lo
cual lo que no ha contribuido al esclarecimiento del
papel real de estos agentes. Ademas esta situacién
es similar a la encontrada cuando se tratan de en-
contrar factores de riesgo asociados a la presencia
de infecciones previas por estos agentes.

De ahi que para el establecimiento de la etiologia
infecciosa se debe tener en cuenta, ademas de la
presencia de la infeccién anterior, la presencia del
propio agente en si en muestras del tejido afectado
y los factores de riesgo asociados, estos elementos
en un grupo control que valide los resultados encon-
trados. Razoén por la cual decidimos recoger mues-
tras de pacientes en los que en teoria no hubiera
una enfermedad ateroesclerdtica avanzada, como
es el caso de los pacientes con enfermedades val-
vulares; sin embargo los resultados no fueron es-
tadisticamente diferentes entre los dos grupos de
estudio.

La evidencia de la presencia de estos microorga-
nismos en las lesiones ateroescleroticas ha emergi-
do en multiples estudios de los (ltimos afios. La
presencia ha sido determinada por varias técnicas,
entre las que se incluyen la inmunohistoquimica, la
microscopia electronica, la hibridacion y amplifica-
cion del ADN por PCR, la amplificacién de ARNm y
el cultivo de los microorganismos a partir de lesio-
nes ateromatosas.

Existen investigadores que plantean que la elevada
frecuencia de estos agentes infecciosos en las le-
siones ateromatosas va acompafiada con una nota-
ble ausencia de estos agentes en tejido vascular
sano. Esta pudiera ser la explicacién de que en el
tejido de los pacientes incluidos en el estudio actual
los autores de la presente investigacion no encon-
traran el genoma de estos agentes, la eleccion de
las muestras de tejido que se fueran a desechar o
no se fueran a emplear en estos pacientes se rea-
liz6 asumiendo el minimo riesgo quirdrgico para
estos, por lo que los tejidos no presentaban lesiones
ateroesclerdticas evidentes. Esta eleccion de tejidos
constituye una ventaja para la evolucién de los pa-
cientes pero una limitante de la presente investiga-
cion.

CONSIDERACIONES FINALES

Se demuestra la asociacién entre factores de riesgo
conocidos en los pacientes con cardiopatia isquémi-
ca, ademés existe una elevada prevalencia serol6-
gica de exposicion a los agentes infecciosos estu-
diados pero no se demuestra su presencia en los
tejidos estudiados, en parte por lo explicado previa-
mente. El presente estudio constituye el primer
acercamiento a la busqueda de asociacién entre
agentes infecciosos y la enfermedad ateroescleroti-
ca en Cuba. Quedaria pendiente realizar la valora-
cion de realizar un nuevo estudio en pacientes cu-
yas muestras de tejido provengan de lesiones ate-
roescleréticas y realizar estas mismas determina-
ciones y poder comprobar asi si se trata de una
asociacion irrefutable lo encontrado por otros auto-
res a nivel internacional. Un probable y futuro grupo
de pacientes a estudiar podrian ser los pacientes
candidatos a realizar una endarterectomia.
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