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RESUMEN.

OBJETIVO:
El objetivo del presente estudio es determinar la presencia de p53 en placas de
aterosclerosis de arterias coronarias relacionadas al infarto y compararías con placas de
arterias coronarias no relacionadas al infarto siendo tomadas del mismo corazón.

MATERIAL Y MÉTODOS:

Se estudiaron 13 corazones de pacientes fallecidos por infarto agudo del miocardio. De
cada corazón se obtuvo un corte representativo de la placa aterosclerosa de la arteria
coronaria relacionada al infarto y otro de una placa aterosclerosa en otra arteria coronaria,
teniendo así 26 muestras a! ser el paciente su propio grupo control.

Las muestras de arterias coronarias se fijaron en formol al 10% y se procesaron para
inclusión y corte en parafma. Se realizaron cortes seriados de 8|¿m de espesor. Para la
identificación de p53 los cortes se incubaron en un anticuerpo primario de ratón específico
parap53 de humano (DAKO) diluido 1:100 en PBS, durante 18 h a 4 °C;
. Los controles positivos de la inmunohistoquímica fueron cortes de carcinoma mamario
procesados de la misma manera.
E! criterio para considerar positiva a una célula fue que presentara tinción nuclear de color
café y que tuviera elementos estructurales para identificarla. La observación se realizó por
un biólogo del Departamento de Biología Celular y Tisular de la Universidad Nacional
Autónoma de México, ciego al origen de las arterias, con un microscopio fotónico
Olympus.
Se obtuvo del expediente clínico de los pacientes los siguientes parámetros; Sexo, edad,
antecedentes de Tabaquismo, Hipertensión Arterial Sistémica, Diabetes y Dislipidemia.
Se analizó la positividad de la célula a p53, su localización dentro de !a placa de ateroma,
que tipo celular es el positivo, y si es intra o extranuclear. Se cuantificó además el Número
de células (+) por campo estudiado.
RESULTADOS:
De los 8 cortes negativos 6 correspondieron a placa relacionada al infarto y 2 a placas no
relacionadas con el infarto.
De los 18 cortes positivos, 12 se encontraron en el citoplasma de las cuales 4 se
encontraron en placas relacionadas con el infarto y 8 en placas no relacionadas con el
infarto; 6 en el núcleo celular de ias cuales 5 se encontraron en placas relacionadas con el
infarto y 1 en placa no relacionada con el infarto. Se obtuvo así una chi cuadrada no
corregida de 3.47 con valor de p 0.0626 y por corrección de Yates una chi cuadrada de 1.95
con valor de p 0.162. La prueba exacta de Fisher mostró una p de 0.080.



INTRODUCCIÓN

La apoptosis es una forma de muerte celular genéticamente programada, en donde
por un estímulo durante el desarrollo o un estímulo ambiental, activa un programa genético
para implementar una serie específica de eventos que culminan en la muerte y eliminación
eficiente de una célula ' ' . Está regulado por la acción e interacción de genes específicos y
juega un pape! importantísimo en la regulación de la celularidad de la pared arterial,
estabilidad de la estructura de !a pared, y el metabolismo.
Su investigación se ha centrado a los modelos inmunológicos, neuronaies y las células
turnorales (3'4>5). Claramente todos los tejidos tienen diferentes características, sugiriendo
que aunque las células pueden expresar genes similares, los efectos de éstos genes pueden
ser diferentes entre diversos tipos celulares * . El gen que se ha demostrado que participa
activamente en la regulación de la apoptosis es el p53 í8-9-10-115.
Las células vasculares tienen sus propias señales tanto exógenas como endógenas que
determinan ía diferenciación, proliferación y apoptosis. Muchos factores biofisiológicos y
bioquímicos incluyendo fuerzas mecánicas, reacción al oxígeno, citoquinas, factores de
crecimiento, lipoproteínas oxidadas, entre otras, pueden influir en la apoptosis de células
vasculares (-n'íi\ Diversas moléculas como las caspasas, ligandinas o proteínas, pueden
activar las lesiones aterosclerosas e inducir apoptosis favoreciendo con ello la inestabilidad
de la placa de ateroma coronario. Disfunción o expresión anormal de estos genes
reguladores pueden atenuar o acelerar la apoptosis y afectar la integridad y estabilidad de
las placas ( ' . La apoptosis equilibra el efecto de proliferación celular, por ello las
alteraciones de su regulación favorece el desarrollo de varias enfermedades<2!.

Existen estudios recientes que muestran que ocurre apoptosis de las células de músculo liso
vascular en placas aterosclerosas humanas partícularmente en áreas susceptibles a la
ruptura promoviendo con ello la inestabilidad de la placa y el subsecuente infarto del
miocardio, de ahí que este proceso tiene un papel importante en la proliferación excesiva
de la íntima y media de los vasos que conducen a inestabilidad de placa o bien a reestenosis
posterior a procedimientos intervencionistas <4'16).
Aunque las vías que controlan la apoptosis de células de músculo liso vascular se
desconocen , en cultivos de tejido de éstas células se ha demostrado mayor grado de
apoptosis en vasos con aterosclerosis, en comparación a los sanos (18l
En múltiples estudios se ha demostrado que el gen p 53 regula la apoptosis y proliferación
de células de músculo liso vascular en placas aterosclerosas.
El gen p53 humano se conoce como el gen supresor tumoral; codifica una fosfoproteína de
393 aminoácidos que es lo que se denomina proteína p53, que interactúa con varias
proteínas celulares y virales (t9'20'2l) . El gen p53 es el mas comúnmente mutado en el
cáncer de seres humanos. Su función normal es detener el ciclo celular en respuesta al daño
irreversible del DNA. Funcional mente tiene tres sitios de dominio: (1) El dominio



transcripcional terminal N, (2) El dominio regulatorio terminal C, y (3) El dominio de
unión central al DNA. Funcionalmente como un homotetrámero o un complejo de
tetrámeros el p53 puede unirse a la cadena trenzada de DNA pudiendo reestablecer y
activar enzimas en el sitio de daño del mismo, promoviendo su realineamiento. El p53 es
continuamente sintetizado por la célula vascular, tiene una vida media corta por su
interacción con el gen MDM2 íi9>22-23> , con quien se regula por un mecanismo de
retroal ¡mentación negativa í24'25)

Se desconoce como detecta el p53 el daño en ei DNA , sin embargo, múltiples evidencias
sugieren que es a través de las protein-quinasas activadas por el DNA dañado<l9'26).
Cuando el DNA se daña, ias células reaccionan rápidamente deteniendo la división celular
e intentando reparar el daño. El cese del ciclo celular es generado en parte por ei p53, con
esto, si el daño del DNA es sostenido o demasiado grande para repararlo el p53 inicia la
apoptosís. Una mutación o un retardo del p53 puede bloquear "la maquinaria de censado"
de daño del DNA haciendo con ello que ia céiula pueda acumular un DNA dañado durante
una replicación normal, por lo tanto, la función del p53 es crítica para mantener una
regulación del ciclo celular normal o iniciar la apoptosis en presencia de un ciclo celular
anormal <l9'27i. Las señales que inducen a la presencia de p53 en células de músculo liso
vascular de placas aterosclerosas son desconocidas. Dentro de ia placa, linfocitos T
activados y macrófagos secretan citoquinas proinflamatorias incluyendo interleucina lbeta,
factor de necrosis tumoral alfa e interferón gamma los cuales en combinación han
demostrado que modifican la secreción de óxido nítrico. Diferentes concentraciones de
óxido nítrico pueden aumentar o disminuir al p53 unido al DNA y de este modo ía
activación transcripcional de la apoptosis. Aunque una combinación de citoquinas u óxido
nítrico pueden estabilizar al p53 in vitro es incierto si tal combinación existe en suficientes
cantidades para estabilizar al p53 en placas aterosclerosas in vivo íl4'28).

Los macrófagos subendoteliales son un componente celular muy importante de las
lesiones aterosclerosas generando las células espumosas con sus efectos físicos ya
conocidos tales como el engrasamiento de ia íntima, y efectos biológicos taíes como el
depósito de lipoproteínas y secreción de moléculas biológicamente activas (29'3O-31\
Se ha demostrado que la aterosclerosis se puede disminuir alterando al macrófago o bien
disminuyendo la quimiotaxis de los monocitos.
Existen diversas publicaciones en donde se muestra que el proceso de muerte del
macrófago es por apoptosis. Esta apoptosis puede preceder lo que frecuentemente llamamos
necrosis y no siempre previene la liberación de contenidos celulares de las células que están
muriendo. Un cuerpo apoptoico es el resto de la célula que se autodestruyó, y su fagocitosis
puede inhibirse por la presencia de lipoproteínas oxidadas y iípidos en lesiones
aterosclerosas . Así la apoptosis de macrófagos particularmente en lesiones avanzadas
puede contribuir a la patología de la iesión aterosclerosa permitiendo con ello la liberación
de moléculas peligrosas. Para dirigir éstas hipótesis in vivo, diversos investigadores han
iniciado ía manipulación genética de moléculas específicas que involucran a la
proliferación celular o apoptosis en modelos de ratones (32-33). No es sorprendente que el
p53 ha sido una de las primeras moléculas examinadas en éste campo. Niveles elevados de
p53 favorecen las respuestas antiproliferativas y proapoptoicas por: a) una combinación de
activación de genes como el p21 WAF, b) represión de genes (IGF II) y c) Interacción
proteína-proteína directa (helicasas y caspasas) "'• ' .



El p 53 se ha utilizado desde los 9O'S como una herramienta diagnóstica y pronostica en
carcinoma de mama, de hígado, así mismo está bien establecido su efecto a través de la
perturbación de la estructura nuclear y su función (24-34).
En 1999 Tanaka publicó que podría haber una relación entre el citomegalovirus humano y
e! gen supresor de tumores p53 en el desarrollo de estenosis coronaria ya que la presencia
de dicho virus pudiera acelerar la degradación del p53 (35\ así mismo describe el papel de
los protooncogenes en la reestenosis coronaria en donde el daño arterial resulta en
exposición de células de músculo liso y fibroblastos de adventicia a factores de crecimiento
que se unen a receptores de superficie celular específicos, esto activa segundos mensajeros,
e induce una expresión de genes inmediatos.(1B' \ Estos factores regulan la transducción
de señales, la progresión del ciclo celular, y la muerte celular programada. Nuevas
estrategias de tratamiento incluirían: a) la inhibición de la expresión de protooncogenes
como lo son éstas proteínas, b) el uso de terapias farmacológicas para bloquear niveles
específicos del ciclo de progresión celular. De ahí la importancia de éstas proteínas.
En 1999 Wang publica que algunos miembros de! factor de necrosis tumoral que son
receptores de superficie celular vascular, iniciaban la apopíosis en determinadas células
conteniendo p53 (3G\ Guevara es e! autor del primer estudio in vivo que analizó el papel
del p53 en la aterosclerosis. Analizó esta proteína en ratones con aterosclerosis. Los
fibroblastos de éstos ratones presentaron mayor proliferación celular comparados con
ratones no ateroesclerosos. El análisis de aorta demostró la presencia de lesiones abultadas
e hípercelulares en ratones p53 negativos. Utilizaron además análisis para detectar células
apoptoicas, los autores encontraron una muy baja frecuencia de células positivas,
concluyendo que el papel del p53 en las lesiones aterosclerosas se debe a un aumento de !a
proliferación y no disminución de la apoptosis contribuyen a una lesión mas grande e
hipercelular(3738).



OBJETIVO

El objetivo del presente estudio es determinar la presencia de p53 en placas de
aíerosclerosis de arterias coronarias relacionadas al infarto y compararlo con placas de
arterias coronarias no relacionadas al infarto siendo tomadas del mismo corazón.

HIPÓTESIS

Ho: El gene p53 se encuentra presente en placas de aterosclerosis coronaria responsables
de infarto de! miocardio que desencadenó la muerte de! paciente.

Hl: El gene p53 no se encuentra presente en placas de ateroscierosís coronaria
responsables de infarto del miocardio que desencadenó la muerte del paciente.
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MATERIAL Y MÉTODOS.

Se estudiaron 13 corazones de pacientes fallecidos por infarto agudo de! miocardio.
De cada corazón se obtuvo un corte representativo de la placa aterosclerosa de la arteria
coronaria relacionada al infarto y otro de una placa aterosclerosa en otra arteria coronaria,
teniendo así 26 muestras al ser el paciente su propio grupo control.

Las muestras de arterias coronarías se fijaron en formol al 10% y se procesaron para
inclusión y corte en parafma.
Se realizaron cortes seriados de 8^m de espesor, adheridos a portaobjetos cargados
positivamente; los cortes 1, 5, iO y 15 se utilizaron para inmunohistoquímica, los cortes 2,
6, 11 y 14 se tiñeron con hematoxilina y eosina y los cortes 3, 7, 9 y 13 con tricrómica de
Masson. Para la inmunohistoquímica, los cortes se desparafmaron en xilol absoluto (3
cambios de 5 minutos cada uno) y rehidratados en etanol de gradación decreciente hasta
agua destilada. Para la recuperación antigénica, los cortes se sumergen en amortiguador de
citrato de sodio lOmM (pH 6.0) en vaso de coplín e introducidos en una olla de presión que
contenía i litro de agua y colocada en una platina térmica a la máxima temperatura durante
20 minutos y luego a temperatura intermedia durante 10 minutos más. Posteriormente se
deja escapar e! vapor por la válvula, y se abre la olla de presión para dejar que los cortes se
enfríen durante 10 minutos y luego se transfirieren a una solución salina de fosfatos (PBS)
(pH 7.2) durante 5 min. El bloqueo de la peroxidasa endógena se realiza con peróxido de
hidrógeno al 1% en agua destilada durante 10 minutos y para bloquear sitios inespecíñcos
se utilizó albúmina sérica bovina al 1% en PBS con tritón X-100 al 0.01% durante 1 h a
temperatura ambiente.
Para la identificación de p53 los cortes se incubaron en un anticuerpo primario de ratón
específico para p53 de humano (DAKO) diluido 1:100 en PBS, durante 18 h a 4 °C;
después de tres lavados con PBS, los cortes se incubaron en un anticuerpo secundario
biotinilado de cabra anti-IgG de ratón (ZYMED) sin diluir, durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se incubaron en el complejo avidina-peroxidasa durante
30 minutos, el cual se revela con díaminobencidina de acuerdo a ios Hneamientos del
proveedor (ZYMED). Todos los cortes se contratiñeron con hematoxilina de Harris durante
45 segundos, deshidratados hasta xiloí absoluto para montar con resina sintética. Los
controles positivos de la inmunohistoquímica fueron cortes de carcinoma mamario
procesados de la misma manera.

El criterio para considerar positiva a una célula fue que presentara tinción nuclear de
color café y que tuviera elementos estructurales para identificarla. La observación se realizó
por un biólogo del Departamento de Biología Celular y Tisular de ia Universidad Nacional



Autónoma de México, ciego al origen de ias arterias, con un microscopio fotónico
Olympus.
Se obtuvo del expediente clínico de los pacientes los siguientes parámetros: Sexo, edad,
antecedentes de Tabaquismo, Hipertensión Arterial Sistémica, Diabetes y Dislipidemia.
Se analizó la positividad de ía célula a p53, su localización dentro de la placa de ateroma,
que tipo celular es el positivo, y si es intra o extranuclear. Se cuantífícó además el Número
de células (+) por campo estudiado.
Tomamos una muestra de la placa de ateroma coronario de la arteria responsable del infarto
que terminó con la vida del paciente, y otra muestra de ateroma de otra arteria coronaria no
relacionada al infarto. Se determinará mediante procesos inmunohistoquímicos la
presencia de protema p53 en las muestras estudiadas.
Esperamos encontrar una diferencia estadísticamente significativa entre ambos tipos de

placas.
Queremos demostrar si el p53 es un elemento presente en la aterosclerosis coronaria, en la
placa inestable y que probablemente se trate de un detonador de la apoptosis que se lleva a
cabo en estos pacientes.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Se analizaron 26 placas de ateroscíerosis coronaria, 13 con placa relacionada al
infarto y 13 con placa no relacionada al infarto. Se utilizó el método de Chi cuadrada
simple y con corrección de Yates, así como la prueba exacta de Fisher .
Se consideró una una p < 0.1 como estadísticamente significativa.
Se utilizó el programa informático Epi Info versión 6.
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RESULTADOS:

Del total de corazones estudiados, 9 correspondieron al género masculino y 4 ai
femenino, con un rango de edad de 60 a 88 años y un promedio de 71 años.

•El principal factor de riesgo para aterosclerosis fue Hipertensión Arterial Sistémica en 11
casos, seguido de Tabaquismo en 10 casos, Diabetes en 5 casos e Hipercolesterolemia en 3
casos.

La causa más frecuente de muerte fue choque cardiogénico en 8 casos, seguido de
disociación electromecánica en 2 casos. Fibrilación veníricular en 2 casos y ruptura
cardíaca en 1.
El tiempo de evolución del Infarto del Miocardio fue de 6 horas a 5 días con un promedio
de 25 horas. En relación con la localización del infarto: 8 fueron de la pared anterior (5
anterior extenso y lateral alto; 3 anteroseptales).
Para localizar y determinar la extensión de la placa aterosclerosa se revisaron inicialmente
los cortes teñidos con Hematoxiíina / Eosina y Masson.
Con respecto ai estudio microscópico de los cortes para determinar p53: 18 fueron
positivos y 8 fueron negativos.
De los 8 cortes negativos 6 correspondieron a placa relacionada al infarto y 2 a placas no
relacionadas con el infarto.
De los 18 cortes positivos, 12 se encontraron en el citoplasma de las cuales 4 se
encontraron en placas relacionadas con el infarto y 8 en placas no relacionadas con el
infarto; 6 en el núcleo celular de las cuales 5 se encontraron en placas relacionadas con el
infarto y 1 en placa no relacionada con el infarto. Se obtuvo así una chi cuadrada no
corregida de 3.47 con valor de p 0.0626 y por corrección de Yates una chi cuadrada de 1.95
con valor de p 0.162. La prueba exacta de Fisher mostró una p de 0.080.
El tipo de células positivas para p53 fueron: Linfocitos en 12 casos ( 6 en placas
relacionadas con el infarto y 6 en placas no relacionadas), Macrófagos espumosos y
Fibroblastos en 5 casos cada uno (con la misma distribución: 3 en placas relacionadas y 2
en placa no relacionada con el infarto), Células de Músculo Liso en 3 casos ( 2 en placas
relacionadas y 1 en placa no relacionada). De las células positivas para p53 se determinó su
ubicación dentro del vaso; se encontraron 9 casos localizados en la íntima ( 5 en placas
relacionadas y 4 en placas no relacionadas), 3 en la túnica media ( 2 en placas relacionadas
y 1 en placa no relacionada) y 10 en la adventicia ( 4 en placas relacionadas y 6 en placas
no relacionadas. 4 casos presentaron positividad en 2 capas vasculares.



CONCLUSIONES:

Los hallazgos de la tinción citoplasmátíca sugieren que la presencia de p53 es un marcador
negativo de inestabilidad de placa aterosclerosa ya que se encontró positividad en el doble
de placas no relacionadas con el infarto comparadas con las arterias relacionadas con el
infarto (p = 0.0626), Aunque solamente en 6 casos el núcleo se tino, en 5 de éstos casos fue
en placa relacionada con el infarto (p< 0.01), por lo que este dato es más aparentemente
más sensible para identificar inestabilidad de placa.
Al analizar los resultados encontramos presencia de p53 en la arteria responsable del infarto
solamente cuando se buscó mediante tinción nuclear, sugiriendo que la presencia de p53 en
el núcleo indica inestabilidad de la placa aterosclerosa coronaria, contra lo que han
publicado otros autores quienes le confieren una función "protectora" a la presencia de p53
y han postulado que al activar la apoptosis disminuye eí número de células
metabóücamente activas dentro de la placa aterosclerosa y con esto disminuye la
producción de enzimas líticas que actúan sobre la capa fibrosa. Cabe la pena destacar que
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APÉNDICE.

TABLA 1 CARACTERÍSTICAS DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS.

CASOS
HOMBRES
MUJERES

FACTORES DE
RIESGO.
HIPERTENSIÓN.
TABAQUISMO
DIABETES
DISL1PIDEMIA

LOCALÍZACÍÓN
DEL INFARTO:
ANTERIOR
EXTENSO Y
LATERAL ALTO

ANTEROSEPTAL

INFERIOR

CAUSA DE MUERTE

CHOQUE
CARDIOGÉNICO
DISOCIACIÓN
ELECTROMECÁNICA
FIBRÍLACIÓN
VENTRICULAR
RUPTURA
CARDÍACA

13
9
4

11
10
5
3

5

3

5

8

2

2

1
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GRÁFICA 1. LOCALIZACIÓN DEL INFARTO.

B ANTERIOR
EXTENSO Y
LATERAL ALTO.

iANTEROSEPTAL

D INFERIOR

GRÁFICA 2. CAUSA DE LA MUERTE.

ra CHOQUE
CARD1OGÉNICO

©DISOCIACIÓN
ELECTROMECÁNICA

DFtBRiLACiÓN
VENTRtCULAR

D RUPTURA CARDIACA.
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GRÁFICA 3. RESULTADOS DE LA TINCIÓN CITOPLASMÁTICA

RELACÍONADAS

GRÁFICA 4. RESULTADOS DE LA TINCIÓN NUCLEAR.

RELACIONADAS » NO RELACIONADAS
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GRAFÍCA5. TIPO CELULAR CON EXPRESIÓN POSITIVA PARA P53.

¡üUNFOCiTOS

ESPUMOSOS
D FIBROBLASTOS

OMOSCLISO
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