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ABSTRACT

APPLICATION OF A MOLECULAR METHODOLOGY FOR THE DETECTION OF HERPES SIMPLEX VIRUS
1 AND 2 GENOME IN THE ANALYSIS OF AORTIC TISSUES FROM PACIENTS SUFFERING CORONARY
ATHEROSCLEROSIS

Herpesviridae viruses have been proposed as potential risk factors for atherosclerosis since it was
demonstrated that Marek’s disease virus (MDV), an avian herpesvirus, could promote the
development of atherosclerotic lesions in aortas of infected chickens. Experiments conducent to
demonstrate the putative link between viral infection and atherosclerosis included -seroepidemiological
studies, -animal models, and -/ vitro studies. However, the obtained results are still controversial,
banning still a definitive conclusion. One important issue regarding this controversy is that evidence
of the actual presence of the virus at the site is scarce, although other mechanisms that do not
require the presence of the virus in the vessel wall could exist. In this work, a molecular technique
for the specific and sensitive detection of Herpes Simplex Virus (HSV) 1 and 2 genome in human
tissue, based in nucleic acid amplification, is employed to test the presence of HSV-1 and HSV-2 in
aortic tissue from thirty one severe atherosclerotic patients, who underwent coronary by-pass
surgery. All the samples were negative by means of this experimental approach

KEY WORDS: HSV; atherosclerosis; molecular detection.

RESUMEN

Virus de la familia Herpesviriagae han sido implicados como potenciales factores de riesgo en el de-
sarrollo de la ateroesclerosis coronaria. Sin embargo, diversos trabajos han arrojado resultados
controversiales, por lo gue aun no se ha podido arribar a una conclusion definitiva. Un punto impor-
tante en esta controversia radica en que existe muy poca evidencia directa que demuestre la pre-
sencia real del virus en el lugar de la lesion; sin embargo, no puede descartarse la posibilidad de que
este agente actlle a través de mecanismos indirectos sin presencia del mismo en la pared vascular.
En este trabajo se aplico una técnica molecular para la deteccion tipo especifica de Virus Herpes
Simple 1y 2 a partir de tejidos humanos. Con la misma se evaluo la potencial presencia de estos
virus en tejidos adrticos provenientes de treinta y un pacientes con aterosclerosis coronaria severa.
Las muestras analizadas fueron negativas.

PALABRAS CLAVES: HSV; aterosclerosis; deteccidon molecular.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte en la Argentina, y dentro de este con-
junto de enfermedades, la aterosclerosis coronaria es la
principal causa de infarto de miocardio [1, 2]. La forma-
cion de la placa aterosclerdtica es un proceso complejo
en el cual intervienen diversos tipos celulares y que invo-
lucra la interaccidn tanto de factores genéticos como am-
bientales. Actualmente se considera que la aterogénesis
se produce bdsicamente por una sucesion de eventos in-
flamatorios, los cuales son inducidos inicialmente como
una respuesta a un dafio directo de la pared vascular.

En trabajos conducentes a dilucidar el posible meca-
nismo responsable del inicio de la lesién aterosclerdtica,
se identificaron diversos factores de riesgo; destacando-
se la hipercolesterolemia, el tabaquismo, la hipertensién y
la diabetes. Sin embargo, hasta un 50% de los pacientes
con aterosclerosis carecen de estos factores de riesgo
“clasicos”, lo que indicaria que los mismos no son sufi-
cientes para su desarrollo. Asi, se sugiere que existirian
otros factores sinérgicos involucrados que ain no han
sido reconocidos, dentro de los cuales se encontrarian
los agentes infecciosos [3, 4].

Los virus de la familia Herpesviridae han sido rela-
cionados con la aterosclerosis como un posible iniciador
de la lesion en la pared vascular a partir de estudios pio-
neros realizados por Fabricant et al. en la década del *70
[5, 6]. En estos trabajos, pollos infectados con el virus de
la enfermedad de Marek (MDK), un herpesvirus aviano,
desarrollaban lesiones en la arteria aorta similares histo-
l6gicamente a las lesiones aterosclerdticas en humanos.
Esto sucedia independientemente de si se les suministra-
ba una dieta normal o hipercolesterolémica. Ademas, se
encontraron antigenos virales especificos en las células
musculares lisas de la pared adrtica y la inmunizacién
previa de los pollos con el herpesvirus de pavo era capaz
de prevenir a los mismos de la formacién de la lesion [6, 7].

Otro modelo animal desarrollado para el estudio de la
induccion de aterosclerosis por un herpesvirus, fue el de
una linea de ratones con una delecién completa del gen
ApoE (ApoE -/-) [8]. Estos presentan altos niveles de co-
lesterol incluso con dietas normales, y desarrollan atero-
mas espontdneamente. Para establecer la posible rela-
cion entre la infeccidn herpesviral y la aterosclerosis, al-
gunos ratones fueron infectados con un herpesvirus
murino (MHV-68) capaz de establecer una infeccion la-
tente. Los ratones ApoE -/- infectados desarrollaban le-
siones aterosclerdticas mas rapidamente que aquellos
no infectados y, al final del periodo de estudio, las lesio-
nes de los primeros eran considerablemente mds exten-
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sas. Ademas, pudo detectarse la presencia de ARNm viral
en las arterias aortas de los ratones a los 5 dias posinfec-
cion. Sin embargo, en un trabajo similar publicado poste-
riormente, la infeccidon de ratones de la misma linea con el
HSV tipo 1, a pesar de producir una respuesta inmune
sistémica comparable a la provocada por la infeccién por
MHV-68, no conducia a una aceleracién del proceso ate-
rogénico [9]. Tampoco pudo detectarse ARNm viral en el
tejido adrtico de los ratones infectados, lo que indicaria
que el montaje de una respuesta inmune no es suficiente
para conducir al desarrollo de lesiones vasculares y pro-
bablemente sea necesaria la presencia real del virus en la
pared vascular para poder causar un efecto directo.

Por otro lado, trabajos con lineas celulares humanas
indican que el HSV es capaz de infectar células endotelia-
les [10-14] y células musculares lisas [15-17] provenien-
tes de la pared vascular, confirmando que posee un tro-
pismo por los tipos celulares que forman la pared arte-
rial. En estos estudios, ademads, se observo que la infec-
cién por HSV provocaba una serie de cambios en el feno-
tipo celular que se pueden corresponder con caracteristi-
cas propias de la lesion aterosclerdtica.

Entre estos podemos citar:

-un aumento en la expresion de receptores para el
fragmento Fc de las IgG y para el componente C3 del
complemento en las células endoteliales [10];

-un incremento en la adhesion de granulocitos y mo-
nocitos al endotelio [12, 14];

-un cambio en la actividad del endotelio que deja de
tener una actividad anticoagulante para ser procoagu-
lante, con un incremento en la generacion de trombina y
en la unién de plaquetas [11];y

-un cambio en el metabolismo lipidico de las células
musculares lisas, 1o que provoca un aumento en la con-
centracion de ésteres de colesterol y triglicéridos debido
a una disminucién en la actividad de las hidrolasas de
ésteres de colesterol citoplasmaticas y lisosomales [16,
18, 19].

Estos resultados obtenidos in vitro condujeron a la
realizacién de estudios seroepidemioldgicos para esta-
blecer la posible relacion entre la infeccion por HSV y el
riesgo de contraer una enfermedad coronaria arterial.

Hasta la actualidad se han obtenido resultados con-
tradictorios, principalmente en el andlisis de los titulos de
anticuerpos anti-HSV en poblaciones de pacientes con
una enfermedad coronaria conocida [20, 3, 4]. Mas aun,
debido a que estos estudios son de corte transversal, no
puede establecerse claramente una relacién temporal en-
tre el momento de la infeccién y la aparicién de la enfer-
medad [21, 22]. Para intentar salvar esta cuestién se han
realizado estudios epidemiolégicos prospectivos. En dos
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trabajos de este tipo no se ha encontrado una correlacion
entre altos niveles de anticuerpos séricos para HSV tipos
1 y 2 y un aumento del riesgo de un futuro evento atero-
trombético [23, 24]; mientras que en otro, a pesar de que
se obtiene una correlacién positiva, luego de realizar
ajustes para otros factores de riesgo clasicos, dicha co-
rrelacion no es significativa [25].

Asi, se considera importante poder determinar la
presencia real del HSV en el sitio de la lesion como he-
cho necesario para su posible interaccion con el meta-
bolismo tisular, sea esta por via directa o indirecta.

Para ello se han aplicado diferentes estrategias expe-
rimentales, entre las cuales se destacan:

-la deteccién de la particula viral por microscopia
electrénica [26];

-la deteccién de genoma viral por hibridacion in situ
[15,27]y

-la deteccion de antigenos virales especificos por in-
munodeteccion [28].

Con el advenimiento de técnicas moleculares amplifi-
cativas, se ha hecho posible la deteccion de acidos nu-
cleicos con extrema sensibilidad y especificidad. En el
presente trabajo se puso a punto una técnica molecular
para la deteccidn tipo especifica de genoma de HSV 1y 2
en tejido humano, empleando la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Ademads, se desarrollé un sistema basa-
do en RFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos
de restriccién) para corroborar la identidad del producto
amplificado. Posteriormente, se aplicé esta metodologia a

muestras provenientes de pared adrtica de pacientes con
aterosclerosis que habian sido sometidos a cirugia de
revascularizacion miocardica.

MATERIALES Y METODOS

Controles Virales

Los controles virales utilizados fueron gentilmente
provistos por la Dra. Angélica Distéfano del Departamen-
to de Virologia del INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
(Buenos Aires, Argentina). Estos consistian en sobrena-
dante de cultivo viral de HSV tipos 1 y 2 desnaturaliza-
dos por calentamiento y parcialmente purificados por
centrifugacién. Las concentraciones gendmicas estima-
das fueron de 350 ng/ul para HSV1 y de 225 ng/ul para
HSV2.

Deteccion tipo especifica de genoma viral

Para la deteccion tipo especifica de genoma viral, se
amplificaron mediante PCR fragmentos correspondientes
a la region Pol, mediante una modificacion' de la técnica
original propuesta por do Nascimento et al [30]. Para ello
se emplearon: -un cebador universal HSV-U (GAG CCA
CTT CCA GAA GCG CAG) comtin para HSV tipos 1y 2
y -dos cebadores, HSV-1L (GTT CGT CCT CGT CCT
CCC C) y HSV-2L (GGC GCC TCC TTG TCG AQG), espe-
cificos para cada tipo viral. Los fragmentos amplificados
esperados fueron de 503 y 435 pares de bases (pb) para
HSV tipo 1 y 2, respectivamente (Figura 1).

Genoma Hsv [RL} {Pol - ~ 152.000 pb
"/"c/' ........... ¥ ;
= HSV-U Bl e
Gen Pol HSV-1 3708 pb
HSV-1L
Producto esperado
503 pb
HSV-U
Gen Pol HSV-2 < 3722 pb
HSV-2L
Producto esperado
435 pb

FIGURA 1: representacion esquematica del genoma de HSV, destacando la posicion relativa del gen Po/, blanco de la reaccion de amplificacion. Se
destacan los cebadores empleados en las reacciones tipo-especificas (HSV-U/HSV-1L y HSV-U/HSV-2L) y sus correspondientes productos.

1- Esta incluy6 cambios en concentraciones salinas, en cebadores, temperaturas de ciclado y un cambio nucleotidico en el cebador HSV-2L.

Rev. Cienc. Tecnol./Afo 7 / N° 7a / 2005



90 D'Errico, R. A. et a/: Deteccidon molecular de Virus Herpes simple en muestras...

La mezcla de reaccién para HSV-1 contenia 100 ng
totales de genoma de muestra, 0,3 uM de cada uno de los
cebadores (HSV-U y HSV-1L), 2 mM de Cl Mg, 50 uM
de cada uno de los deoxinucledtidos, 50 mM de CIK, 10
mM de Tris-CIH y 0,1% de Tritén® X-100, en un volu-
men final de 25 pl. Luego de un inicio hot start de 45 se-
gundos a 94°C, se dispensaron 0,02 U/ul de Tag pol y se
sometio la reaccion a 40 ciclos de 45 seg. a 94°C, 45 seg. a
67°Cy 45 seg. a 72°C.

Para HSV-2, se emple6 una mezcla de reaccién de
composicidon semejante, excepto que contenia cebador
HSV-2L, 100 ng totales de genoma de muestra y 3,5 mM
de CI,Mg. En este caso, los 40 ciclos tenfan el perfil 45
seg. a 94°C, 45 seg. a 69°C y 45 seg. a 72°C. La deteccion
de los productos de amplificacion se realizé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,2% tefiido con bro-
muro de etidio y observacion bajo luz UV.

Confirmacion de la identidad del producto amplificado
mediante RFLP

Para la confirmacién de la identidad de los fragmen-
tos amplificados, se llevaron a cabo digestiones de los
mismos empleando la enzima de restriccién Rsa I, la cual
genera un patrén de corte distintivo para los fragmentos
HSV-1y 2 (Figura 2).

La misma se realiz6 de acuerdo a las condiciones re-
comendadas por el proveedor, empledndose en cada reac-
cién 1ug de ADN amplificado y 10 U de Rsa I (Promega
R6371), en solucién tampdén pH 7,9 (10 mM Tris-CIH, 10

mM Cleg, 50 mM CINa, 1 mM DTT). La mezcla de reac-
cién se incubd durante 2 horas a 37°C. Los productos as{
obtenidos fueron detectados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio, y
observados por transilumiacion con luz UV.

Poblacion analizada

La poblacién analizada comprendi6 a 31 pacientes,
edad promedio de 63,7 afios (rango 39 a 78 afios), de los
cuales 9 fueron de sexo femenino y 22 masculino. El rele-
vamiento de factores de riesgo cldsicos presento la si-
guiente distribucion: -61% de dislipemia, -48% de taba-
quismo, y -26% de diabetes no insulino dependiente.
Ademas un 45% declar6 un infarto de miocardio previo.
Solo uno de ellos informé una infeccién previa por HSV.
Se requiri6 del consentimiento individual de los partici-
pantes, previa informacién de las caracteristicas del pro-
yecto?.

Obtencion de muestras

Las muestras analizadas fueron porciones de pared
vascular arterial tomadas aleatoriamente a partir de la
aorta ascendente de individuos con enfermedad ateros-
clerdtica coronaria. Las mismas se tomaron durante ciru-
gia de revascularizaciéon miocardica en el Instituto de
Cardiologia y Cirugia Cardiovascular Misiones, de Posa-
das, y en el Instituto del Corazén Cordis de Resistencia,
Chaco, entre los meses de febrero y diciembre de 2001. El
tejido se mantuvo en solucién tampén PBS estéril a —

Producto amplificado de HSV-1

Rsa I (60)

503 pb
59 pb | 153 pb 291 pb
Rsa | (60) Rsa | (213)
Producto amplificado de HSV-2
435 pb

59 pb | 376 pb

FIGURA 2: patron de corte de los productos amplificados por PCR, mediante digestion enzimética con Rsa. La posicién del sitio de reconocimiento se in-
dica entre paréntesis, considerandose como punto de referencia la primer base del fragmento amplificado.

2- “Todas las investigaciones con sujetos humanos deben realizarse de conformidad con tres principios éticos fundamentales. respeto por las
personas, beneficencia y justicia”(Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, CIOMS).
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20°C hasta el momento de su procesamiento. Por la meto-
dologia quirdrgica empleada, se desconoce si las mues-
tras fueron tomadas precisamente a partir de la lesion ate-
rosclerdtica.

Extraccion y purificacion de ADN gendmico total

El tejido fue seccionado con bisturi y degradado enzi-
mdticamente mediante el método proteinasa K/SDS. Se
emplearon 200 ng de proteinasa K por muestra, en un
volumen final de 500 pl de buffer de digestién (100 mM
CINa, 10 mM Tris pH 8,3, 0,45% Tween 20 y 0,25% SDS).
Se incubd durante 5 horas a 58°C, luego de lo cual se
procedié a la inactivacién térmica de la enzima.

A cada una de las muestras digeridas se le agregaron
2 ul de una solucién de ARNasa (2 mg/ml en buffer TE) y
se incubd por 30 minutos a 37°C para la eliminacién del
ARN presente. Subsiguientemente, la enzima fue inacti-
vada por tratamiento térmico a 95°C durante 10 minutos.

Debido al alto contenido lipidico de las muestras, se
realiz6 una doble purificacién con fenol-cloroformo-alco-
hol isoamilico 25:24:1, pH 8. Para ello se agregaron 100 pl
de la solucién de purificacion a cada una de las muestras,
se homogeneizo y luego se separaron las fases por cen-
trifugacién a maxima velocidad durante un minuto. Se
tomaron 400 pl de la fase acuosa.

La precipitacion proteica se llevé a cabo mediante la
utilizacién de una solucién salina concentrada provista
por el kit Wizard® de Promega. Se agregaron 100 ul de
misma y se agité por 20 segundos, después de lo cual se
dejaron en freezer por 3 minutos. Finalmente, se centrifu-
garon por 3 minutos a 13000 g.

Para la precipitacion final del ADN total, se agregaron
20 ul de acetato de amonio 4 M y luego etanol absoluto
frio hasta completar los 2 ml. Después de permitir la des-
hidratacién del ADN en freezer por 30 minutos, las mues-
tras se centrifugaron a 13000 g por 5 minutos. El botén
de ADN obtenido fue rehidratado en 50 ul de buffer TE.

Las muestras se conservaron a —20°C hasta el mo-
mento de su andlisis.

Cuantificacion de ADN gendmico total

La concentracién de ADN obtenido y la pureza del
mismo se determiné mediante barrido espectrofotométri-
co UV, de acuerdo a Berger [29].

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion tipo especifica de genoma de HSV en
controles virales

Para establecer las condiciones éptimas de la técnica
de PCR a utilizar, se emplearon controles genémicos pu-

ros de HSV tipos 1 y 2. Se evaluaron, principalmente, la
concentracién de Cl Mg y la temperatura de hibridacién
en el perfil de ciclado.

Luego de titular las concentraciones de Mg* y ade-
cuar la hibridacion a cada par de cebadores, se establecie-
ron los valores de 2 'y 3,5 mM, y 67 y 69°C para los tipos
1y 2, respectivamente.

Bajo estas condiciones de reaccién, se corroboré la
especificidad de los cebadores empleados, no observan-
dose reaccidn cruzada en las amplificaciones y estable-
ciéndose una total discriminacion tipo especifica, alin en
reacciones multiplex (Figura 3).

FIGURA 3: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de controles virales, mediante la técnica empleada.

Calles 1 y 6: Marcador de peso molecular. A) Calles 2 y 3: Con
cebadores HSV-U y HSV-1L, 35y 3,5 ng de genoma HSV-1, respectivamente.
Calles 4 y 5: Con cebadores HSV-U y HSV 2L 25y 2,5 ng de genoma HSV-2,
respectivamente. B) Reacciones multiplex. Con cebadores HSV-U, HSV-1L y
HSV-2/ Calle 7: 3,5 ng de genoma HSV-1. Calle 8: 2,5 ng de genoma HSV-
2. Calle 9: 3,5 ng de genoma HSV-1y 2,5 ng de genoma HSV-2. Calle 10:
Control negativo (agua).

Determinacion del limite de detecciéon de genoma
viral por esta metodologia

Para establecer el limite de deteccién de genoma viral
por la metodologia de amplificacién molecular empleada,
se realizaron cuatro series de diluciones sucesivas al 1/
100 del stock viral inicial para cada tipo. El limite de de-
teccion determinado por titulacion fue de 7.10” ng para
HSV tipo 1, y de 4,5.10° ng para el tipo 2. Debido a que
el tamafio aproximado del genoma viral de HSV es de 150
kpb, se puede estimar que la técnica utilizada es capaz de
detectar, de manera inequivoca, el equivalente a 4.10?
particulas virales de HSV tipo 1y 2,7.10? particulas virales
de HSV tipo 2.
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Deteccion de genoma de HSV control en un contexto
de genoma inespecifico

El limite de deteccién establecido para genoma viral
puro fue corroborado en situaciones en donde el mismo
se encontraba en un contexto complejo, mezclado con
genoma inespecifico. Para ello, se realizaron nuevas reac-
ciones de amplificacién, en donde se utiliz6 como molde
genoma de HSV tipo 1 o 2, a las concentraciones limite
de deteccidn, adiciondndole 100 ng de genoma de esper-
ma de salmén sonicado. Esta mezcla compleja pretende-
ria simular un ambiente de muestra bioldgica infectada.

Bajo estas condiciones no se observaron diferencias
distinguibles en los resultados, detectindose bandas
especificas bien definidas a las concentraciones limites
de deteccidn para cada tipo viral y estableciendo que la
técnica utilizada tendria la suficiente especificidad y sensi-
bilidad para el andlisis de muestras bioldgicas (Figura 4).

500 pb —

FIGURA 4: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de controles virales mas genoma inespecffico, mediante la técnica emplea-
da.

Calle 1: 7 x 10° ng de genoma HSV-1. Calle 2: 7 x 10° ng de genoma HSV-
1 més 100 ng de genoma de esperma de salmén. Calle 3: 4,5 x 10° ng de
genoma HSV-2. Calle 4: 4,5 x 10° ng de genoma HSV-2 mas 100 ng de
genoma de esperma de salmoén. Calle 5: Marcador de peso molecular. Ca-
lle 6: Control negativo (agua).

Posteriormente, este mismo experimento se repitié
con 100 ng de ADN genémico humano proveniente de
muestras de punch adrtico, obteniéndose resultados simi-
lares, validando la técnica empleada.

Autenticacion del producto amplificado mediante
RFLP

Con el objetivo de confirmar la identidad de los pro-
ductos amplificados mediante PCR, se procedi6 al andli-
sis de los amplicones generados a partir de cada uno de
los controles virales, cuyas secuencias referencia fueron
consultadas en la base de datos GenBank. Este analisis
nos permitié determinar que el amplicén correspondiente
a HSV-1 posee dos sitios de reconocimiento para la enzi-
ma de restriccion Rsa I, mientras que el fragmento ampli-
ficado a partir de HSV-2 posee un tnico sitio de corte
(Figura 2). Asi, la digestion de los mismos por esta enzi-
ma permitiria corroborar su identidad generando un pa-
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tron de corte distintivo, detectable mediante electrofore-
sis en gel de agarosa al 2%. El patrén de bandas obteni-
do luego de la digestion (Figura 5b), se corresponde com-
pletamente al esperado (Figuras 2 y 5a).

HSVA —— HSVa2
29 [ c— — e pb
153 s [N
B — sy 9

FIGURA 5: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de amplifi-
cacion de virales, digeridos con la enzima de Rsaa) Esquema representativo
de la fotografia mostrada en b), de acuerdo al patron de bandas esperado a
partir de las secuencias consultadas en la base de datos GenBank. b) Calle
1: Control negativo (agua) para HSV-1. Calle 2: Producto de amplificacion
de 0,35 ng de genoma de HSV-1 sin digerir. Calle 3: Producto de amplifica-
cion de 0,35 ng de genoma de HSV-1 digerido con Rsa Calle 4: Marcador
de peso molecular (escalera de 100 pb). Calle 5: Producto de amplifica-
cion de 2,5 de genoma de HSV-2 digerido con Rsa Calle 6: Producto de
amplificacion de 2,5 ng de genoma de HSV-2 sin digerir. Calle 7: Control
negativo (agua) para HSV-2.

Extraccion y purificacion de ADN genémico total a
partir de muestras de tejido aértico

Se compararon dos protocolos diferentes para la ex-
traccion y purificacion del genoma a partir de tejido adr-
tico. En una primera instancia se utiliz6 el kit Wizard de
Promega de la manera descripta por el proveedor. Sin
embargo, debido a la alta concentracion de lipidos carac-
teristica de este tipo de muestra, el rendimiento de extrac-
cion (153,96 ng/ul, 6=65,27) y la pureza del genoma (indi-
ce A260/A280 = 1,18, 6=0,14) fue pobre. Asi, se incluyd
una doble purificacién fenélica al mismo, de acuerdo a lo
descripto en Materiales y Métodos. Con esta modifica-
cién se obtuvieron en promedio 410,26 ng/ul de ADN
(0=255,27) con un indice A260/A280 de 1,38 (6=0,11).

Deteccion de genoma de HSV tipos 1y 2 en muestras
de tejido aértico

Con esta técnica se analizé la potencial presencia de
genoma de HSV tipos 1 y 2 en la poblacion de pacientes
aterosclerdticos bajo andlisis. El control positivo de
cada grupo de reacciones de amplificacién consistié en
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100 ng de ADN genémico humano normal mas genoma
puro de HSV tipo 1 o 2 control, a la concentracién limite
de deteccion. Como controles negativos, se emplearon s
agua, y s 100 ng de ADN gendémico humano normal, sin
el agregado de genoma de HSV.

En ninguna de las 31 muestras analizadas se detect6
la presencia de genoma de HSV (Figuras 6y 7).

FIGURA 6: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de muestras para la deteccion de genoma de HSV-1, mediante la técnica
empleada. Calle 1: Control positivo (7 x 10° ng de genoma HSV-1). Calle 2:
Control positivo (7 x 10° ng de genoma HSV-1 mas 100 ng de ADN
genomico humano). Calle 3: Marcador de peso molecular. Calles 4 a 8:
100 ng de ADN genomico de muestras. Calle 9: Control negativo (agua).

1855 26343 5 “0aR S SO T8

FIGURA 7: Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificacion
de muestras para la deteccion de genoma de HSV-2, mediante la técnica
aplicada Calle 1: Marcador de peso molecular. Calle 2: Control negativo
(agua). Calle 3: Control positivo (4,5 x 10° ng de genoma HSV-2 méas 100 ng
de ADN genoémico humano). Calles 4 a 8: 100 ng de ADN genoémico de
muestras.

En la interpretacion de estos resultados se debe con-
siderar que la naturaleza particular de las muestras bajo
analisis (punch adrtico aleatorio) no permite establecer
con certeza que estas contengan regiones que incluyan
placas aterosclerdticas, las cuales pueden presentarse en
otras dreas de la pared vascular.

Por otro lado, es factible que el agente infeccioso
pueda mediar el desarrollo de la placa aterosclerdtica por
mecanismos indirectos. Esta tltima hipdtesis esta apoya-
da en experimentos con ratas infectadas con otro miem-
bro de la familia Herpesviridae, el Citomegalovirus, el
que producia una aceleracion en el desarrollo de la ate-
rosclerosis en dichos animales, sin que sea necesaria la
presencia del mismo en el sitio de la lesién [31].

Si bien la controversia sobre el rol de infeccién viral
adrtica por HSV y génesis de placa aterosclerdtica es un
tema de debate actual, nuestra aproximacion experimental
no detecto presencia de genoma viral en tejido adrtico de
pacientes con aterosclerosis que habian sido sometidos
a cirugia de revascularizacién miocardica. °
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