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RESUMEN.

OBJETIVO:

El obietivo del presente estudio es determinar la presencia de pS53 en placas de
aterosclerosis de arterias coronarias relacionadas ai infarte y compararias con placas de
arterias coronarias no relacionadas al infarto siendo tomadas del mismo corazén.

MATERIAL Y METODOS:

Se estudiaron 13 corazones de pacientes fallecidos por infarto agudo del miocardio, De
cada corazén se obtuve un corte representative de la placa aterosclerosa de la arteria
coronaria relacionada al infarto y ofro de una placa aterosclerosa en otra arteria coronaria,
teniendo asi 26 muestras al ser el paciente su propio grupo conirol.

Las muestras de arterias coronarias se fijaron en formol al 10% y se procesaron para

inclusién y corte en parafina. Se realizaron cortes seriados de 8um de espesor, Para |2

identificacion de p53 los cortes se incubaron en un anticuerpe primario de raton especifico
" para p53 de humano (DAKQ) diluido 1:100 en PBS, durante 18 h 3 4 °C;

. Los controles positivos de la inmunohistoquimica fueron cortes de carcinoma mamario

procesados de la misma manera.

E} eriterio para considerar positiva a una célula fue gue presentara tineién nuclear de color

café y que tuviera elementos estructurales para identificarla, La observacion se realizd por

un bidlogo del Departamento de Biologia Celular v Tisular de la Universidad Nacional

Auténoma de México, ciego al origen de las arterias, con un microscopio fotdénico

Olympus.

Se obtuvo del expediente clinico de los pacientes los siguientes pardmetros: Sexo, edad,

antecedentes de Tabaquismo, Hipertensién Arterial Sistémica, Diabetes y Dislipidemia.

Se analizé la positividad de la célula a p53, su localizacién dentro de la placa de ateroma,

que tipo ¢elular es el positivo, y si es intra o extranuclear. Se cuantificd ademads el Nimero

de células (+) por campo estudiado,

RESULTADOS:

De los § cortes negativos 6 correspondieron a placa relaciopada al infarto y 2 a placas no

refacionadas con el infarto,

De los 18 cortes positives, 12 se encontraron en el citoplasma de las cuales 4 se

encontraron en placas relacionadas con el infarto y & en placas no relacionadas con el

infarto; 6 en el niicleo celular de las cuales 5 se encontraron en placas relacionadas con el

infarto v 1 en placa no relacionada con el infarto. Se obtuvo asi una chi cuadrada no

corregida de 3.47 con valor de p 0.0626 y por correccion de Yates una chi cuadrada de 1.95

con valor de p 0.162. La prueba exacta de Fisher mostrd una p de 0.080.



INTRODUCCION

La apoptosis es una forma de muerte celular genéticamente programada, en donde
por un estimulo durante el desarroflo o un estimulo ambiental, activa un programa genético
para implementar una serie especifica de eventos que culminan en la muerte y eliminacién
eficiente de una célula . Esta regulado por la accidn e interaccién de genes especificos y
juega un papel importantisimo en la regulacion de la celularidad de la pared arterial,
estabilidad de la estructura de la pared, y el metabolismo.

Su investigacion se ha centrado a los modelos inmunolégicos, neuronales y las células
tumorates ), Claramente todos los tejidos tienen diferentes caracteristicas, sugiriendo
que aungue las células pueden expresar genes similares, los efectos de éstos genes pueden
ser diferentes entre diversos tipos celulares &7, El gen que se ha demostrado que participa
activamente en la regulacién de la apoptosis es el p53 ®%1011),

Las céluias vasculares tienen sus propias sefiales tanto exOgenas como enddgenas que
determinan la diferenciacidn, proliferacién y apoptosis. Muchos factores biofisiolégicos y
bioguimicos incluyendo fuerzas mecanicas, reaccion al oxigeno, citoquinas, factores de
crecimiento, lipoproteinas oxidadas, entre otras, pueden influir en la apoptosis de ¢élulas
vasculares 2!, Diversas moléculas como las caspasas, ligandinas o protefnas, pueden
activar las lesiones aterosclerosas e inducir apoptosis favoreciendo con ello la inestabilidad
de la placa de ateroma coronario. Disfuncién o expresién anormal de estos genes
reguladores pueden atenuar o acelerar ia apoptosis y afectar la integridad y estabilidad de
las placas V4P 14 apoptosis equilibra el efecto de proliferacidn celular, por ello las
alteraciones de su regulacion favorece el desarrollo de varias enfermedades @

Existen estudios recientes gue muesiran que ocurre apoptosis de las células de misculo Jise
vascular en placas aterosclerosas humanas particularmente en freas susceptibies a ia
ruptura promoviendo con eflo la inestabilidad de la placa y el subsecuente infarto del
miocardio, de ahi que este proceso tiene un papel importante en la proliferacién excesiva
de la intima y media de los vasos que conducen a inestabilidad de placa o bien a reestenosis
posterior a procedimientos intervencionistas “'%,

Aunque las vias que controlan ia apoptosis de células de misculo liso vascular se
desconocen , en cultivos de tejido de éstas células se ha demostrado mayor grado de
apoptosis en vasos con aterosclerosis, en comparacion a los sanos *%,

En miltiples estudios se ha demostrado que el gen p 53 regula la apoptosis y proliferacién
de células de misculo liso vascular en placas aterosclerosas,

El gen p53 humano se conoce como el gen supresor tumoral; codifica una fosfoproteina de
393 aminoacidos que es o (iue se denomina proteina p33, que interactla con varias
proteinas celulares y virales {>?%*Y " Ei gen p53 es el mas comlnmente mutado en et
cancer de seres humanos. Su funcion normal es detener el ciclo celular en respuesta al dafio
irreversible del DNA. Funcionalmente tiene tres sitios de dominio: {1) El dominio



transcripcional terminal N, (2) El dominio regulatorio terminal C, ¥ (3) El dominio de
unién central al DNA. Funcionaimente como un homotetrdmero o un complgjo de
tetréameros el p33 puede unirse a la cadena trenzada de DNA pudiendo reestablecer y
activar enzimas en el sitio de dafic del mismo, promoviendo su realineamiento. El p53 es
continuamente sintetizado por la célula vascular, tiene una vida media corta por su
interacci6n con el gen MDM2 “%322 | con quien se regula por un mecanismo de
retroalimentacion negativa ¢4
Se desconoce como detecta el p53 el dafio en el DNA , sin embargo, milltiples evidencias
sugieren que es a través de las protein-quinasas activadas por el DNA dafiado!'*%% .
Cuando el DNA se dafia, las ¢células reaccionan rapidamente deteniendo la division celular
e intentando reparar el dafio. El cese del cicle celular es generado en parte por el p53, con
esto, si el dafio del DNA es sostenido o demasiado grande para repararlo el p53 inicia la
apoptosis. Una mutacién o un retarde del p33 puede bloquear “la maquinaria de censado”
de dafio del DNA haciendo con elio que Ia célula pueda acumular un DNA dafiado durante
una replicacion normal, por lo tanto, la funcién del p53 es critica para mantener una
regulacidn del ciclo celular normal o iniciar la apoptosis en presencia de un ciclo celular
anormal "%, Las sefiales que inducen a la presencia de p53 en células de musculo liso
vascular de placas aterosclerosas son desconocidas. Dentro de la placa, linfocitos T
activados y macrofagos secretan citoquinas proinflamatorias incluyendo interleucina 1beta,
factor de necrosis tumoral alfa e interferén gamma los cuales en combinacién han
demostrado que modifican la secrecion de 6xido nitrico. Diferentes concentraciones de
Oxido nitrico pueden aumentar o disminuir al p53 unido al DNA y de este modo la
activacién transeripcional de la apoptosis. Aunque una combinacion de citoquinas u 6xido
nftrico pueden estabilizar al p53 in vitro es inclerto si tal combinacién existe en suficientes
cantidades para estabilizar al p53 en placas aterosclerosas in vive (143

Los macrdfagos subendoteliales son un componente celular muy importante de las
iesiones ateroscierosas generando las células espumosas con sus efectos fisicos ya
conocidos tales como el engrosamiento de la intima, y efectos bioldgicos tales como el
depésito de lipoproteinas v secrecion de moléculas biolégicamente activas #3031,
Se ha demostrado que la aterosclerosis se puede disminuir alterando al macrdfago o bien
disminuyendo la quimiotaxis de los monocitos.
Existen diversas publicaciones en donde se muestra gue el proceso de muerte del
macréfago es por apoptosis. Esta apoptosis puede preceder lo que frecuentemente llamamos
necrosis y no siempre previene la lberacion de contenidos celulares de las células que estin
muriendo. Un cuerpo apoptoico es ¢l resto de la célula que se autodestruyd, y su fagocitosis
puede inhibirse por la presencia de lipoproteinas oxidadas y lipidos en lesiones
aterosclerosas ©¥. Asi la apoptosis de macrofagos particularmente en lesiones avanzadas
puede contribuir a la patologia de ta lesidn aterosclerosa permitiendo con ello la liberacion
de moléculas peligrosas. Para dirigir éstas hipStesis in vivo, diversos investigadores han
iniciade la manipulacién genética de moléculas esgpecificas que involucran a ia
proliferacién celular o apoptosis en modelos de ratones . 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 combinacion de
activacién de genes como el p21 WAF, b) represion de genes (IGF II) vy ¢) Interaccidn
protefna-proteina directa ( helicasas y caspasas) (L1,



El p 53 se ha utilizado desde los 90°° como una herramienta diagndstica y prondstica en
carcinoma de mama, de higado, ast mismo estd bien establecido su efecto a través de la
perturbacién de la estructura nuclear y su funcién ®4*%

En 1999 Tanaka publicd que podria haber una relacidn entre el citomegalovirus humano y
el gen supresor de tumores p53 en ¢l desarrollo de estenosis coronaria ya que la presenma
de dicho virus pudiera acelerar la degradacién del p53 ©%, asi mismo describe el papel de
los protooncogenes en la reestenosis coronaria en donde el dafio arteriai resulta en
exposicion de células de musculo liso y fibroblastos de adventicia a factores de crecimiento
aue se unen a receptores de superficie celular esyemﬁcos, esto activa segundos mensajeros,
e induce una expresién de genes inmediatos ! Estos factores regulan la transduccién
de sefiales, la progresidn del ciclo celular, y la tuerte celular programada. Nuevas
estrategias de tratamiento incluirfan: a) la inhibicion de la expresién de protooncogenes
come lo son éstas protefnas, b) el uso de terapias farmacoldgicas para bloguear niveles
espectficos del ciclo de progresién celular, De ahi ja importancia de éstas proteinas,

En 1999 Wang pubh'ca que algunos miembros del factor de necrosis tumoral que son
receptores de superf’ icie celular vascular, iniciaban la apoptosis en determinadas células
conteniendo p53 @8, Guevara es el autor del primer estudio in vivo gue analizé el papel
del p53 en la aterosclerosis. Analizd esta protelna en ratones con aterosclerosis. Los
fibroblastos de éstos ratones presentaron mayor profiferacién celular comparados con
ratones no ateroesclerosos, El andlisis de aorta demostré la presencia de lesiones abuitadas
e hipercelulares en ratones p33 negativos. Utilizaron ademis andlisis para detectar células
apoptoicas, los autores enconfraron una muy baja frecuencia de células positivas,
concluyendo que et papel del p53 en las lesiones aterosclerosas se debe a un aumento de la
proilferaceon y no disminucién de la apoptosis contribuyen a una lesién mas grande e
hipercelular®’*®),




OBJETIVO
El objetivo del presente estudio es determinar la presencia de p33 en placas de

aterosclerosis de arterias coroparias relacionadas al infarto y comparario con placas de
arterias coronarias no relacionadas ai infarto siendo tomadas del mismo corazén.

HIPOTESIS

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

Hi: El gene p53 no se encuentra presente en placas de aterosclerosis coronaria
responsabies de infarto del miocardio que desencadend la muerte del paciente.
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MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron 13 corazones de pacientes fatlecidos por infarto agudo del miocardio.
De cada corazon se obtuve un corte representativo de la placa aterosclerosa de la arteria
coronaria relacionada al infarto y otro de una placa aterosclerosa en ofra arteria coronaria,
tenjendo asi 26 muestras al ser el paciente su propio grupo control.

Las muestras de arterias coronarias se fijaron en formol al 10% y se procesaron para
inclusion y corte en parafina,
Se realizaron cortes seriados de 8um de espesor, adheridos a portaobjetos cargados
positivamente; los cortes 1, 5, 10 ¥ 15 se utilizaron para inmunohistoquimica, los cortes 2,
6, 11 y 14 se tifieron con hematoxilina y eosina y los cortes 3, 7, 9 v 13 con fricromica de
Masson. Para la inmunchistoguimica, los cortes se desparafinaron en xilol absolute (3
cambios de 5 minutos cada uno} y rehidratados en etanol de gradacién decreciente hasta
agua destilada. Para la recuperacion antigénica, los cortes se sumergen en amortignador de
citrato de sedio 10mM (pH 6.0) en vaso de coplin e introducidos en una olla de presién que
contenia 1 litro de agua y colocada en una platina térmica 2 la maxima temperatura durante
20 minutos y luego a temperatura intermedia durante 10 minutos mds. Posteriormente se
deja escapar el vapor por la vaivula, y se abre Ia olla de presion para dejar que los cortes se
enfrien durante 10 minutos y luego se transfirieren 2 una solucion salina de fosfatos (PBS)
{pH 7.2) durante 5 min. E! bloqueo de la peroxidasa endégena se realiza con perdxido de
hidrogeno al 1% en agua destilada durante 10 minutos y para bloguear sitios inespecificos
se utiliz6 alblimina sérica bovina al 1% en PBS con tritén X-100 al 0.01% durante 1 h a
temperatura ambiente.
Para la identificacion de p53 los cortes se incubaron en un anticuerpo primario de ratdn
especifico para p33 de humano (DAKQ) 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-lgG de ratén (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 diaminobencidina de acuerdo a los lineamientos de)
proveedor (ZYMED). Todos los cortes se contratifieron con hematoxilina de Harris durante
45 segundos, deshidratados hasta xilol absoluto para montar con resina sintética. Los
controles positivos de la inmunohistoquimica fueron cortes de carcinoma mamario
procesados de la misma manera.

El criterio para considerar positiva a una célula fue que presentara tincidn nuclear de
color café y que tuviera elementos estructurales para identificarla. La observacién se realizé
por un bidloge del Departamento de Biclogia Celular y Tisular de la Universidad Nacional



Auténoma de México, ciego al origen de ias arterias, con un microscopio foténico
Olympus.

Se obtuvo del expediente clinico de los pacientes los siguientes parametros: Sexo, edad,
antecedentes de Tabaquismo, Hipertension Arterial Sistémica, Diabetes y Dislipidemia.

Se analizd la positividad de 1a célula a p53, su localizacion dentro de la placa de ateroma,
que tipo celular es el positivo, y si es intra o extramuclear, Se cuantificé ademés el Numero
de células (-+) por campo estudiado.

Tomamos una muestra de Ia placa de ateroma coronario de la arteria responsable éel infarto
que termind con la vida del paciente, y otra muestra de ateroma de otra arteria coronaria no
relacionada al infarto. Se determinard mediante procesos inmunohisiogquimicos la
presencia de protetna p53 en las muestras estudiadas.

Esperamos encontrar una diferencia estadisticamente 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.

ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron 26 placas de aterosclerosis coronaria, I3 con placa relacionada al
infarto y 13 con placa no relacionada al infarto. Se utilizé el método de Chi cuadrada
simple v con correccidn de Yates, asf como la prueba exacta de Fisher .

Se considerd una una p < 0.1 como estadisticamente significativa.
Se utilizd el programa informéatico Epi Info version 6.
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RESULTADOS :

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

-El principal factor de riesge para aterosclerosis fue Hipertensién Arterial Sistémica en 11
casos, seguido de Tabaguismo en 10 casos, Diabetes en 5 casos e Hipercolesterclemia en 3
Casos,

La causa més frecuente de muerte fue choque cardiogénico en 8 casos, seguido de
disociacién electromecdnica en 2 casos. Fibrilacién ventricular en 2 casos y ruptura
cardfaca en 1.

El tiempo de evolucidn del Infarto del Miocardio fue de 6 horas a 5 dias con un promedio
de 25 horas. En relacién con la localizacién del infarto: 8 fueron de la pared anterior (5
anterior extenso y lateral alto; 3 anteroseptales).

Para localizar v determinar la extension de la placa aterosclerosa se revisaron inicialmente
los cortes tefiidos con Hematoxilina / Eosina y Masson,

Con respecto al estudio microscépico de los cortes para determinar p533: 18 fueron
positivos y § fuercn negativos,

De los 8 cottes negativos 6 correspondieron a placa relacionada al infarto y 2 a placas no
relacionadas con et 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 nicleo celular de las cuales 5 se encontraron en placas relacionadas con el
infarto y 1 en placa ne relacionada con el infarto. Se obtuvo asi una chi cuadrada no
corregida de 3.47 con valor de p 0.0626 y por correccidn de Yates una chi cuadrada de 1.95
con valor de p 0.162. La prueba exacta de Fisher mostr6 una p de 0.080.

El tipo de células positivas para pS53 fueron: Linfocitos en 12 casos ( 6 en placas
relacionadas con el infarto v 6 en placas no relacionadas), Macrofagos espumosos vy
Fibroblastos en 5 casos cada uno {con la misma distribucion: 3 en placas relacionadas y 2
en placa no relacionada con el infarto), Células de Misculo Liso en 3 casos ( 2 en placas
relacionadas y 1 en placa no relacionada). De las células positivas para p53 se determiné su
ubicacién dentro del vaso; se encontraron 9 casos localizados en la intima ( 5 en placas
relacionadas y 4 en placas no relacionadas), 3 en la tiinica 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 tincién citoplasmatica sugieren que la presencia de p53 es un marcador
negativo de inestabilidad de placa aterosclerosa ya que se encontrd positividad en el doble
de placas no relacionadas con el infarto comparadas con las arterias relacionadas con el
infarto {p = 0.0626), Aunqgue solamente en 6 casos el nlcleo se tifi6, en 5 de éstos casos fue
en placa relacionada con el infarto (p< 0.01), por lo que este dato es mas aparentemente
més sensible para identificar inestabilidad de placa.

Al analizar los resultados encontramos presencia de p53 en la arteria responsable del infarto
solamente cuando se buscd mediante tineidn nuclesr, sugiriendo gue la presencia de pS3 en
el nicleo indica inestabilidad de la placa aterosclerosa coronaria, contra lo que han
publicado otros autores guienes le confieren una funcién “protectora”™ a la presencia de p53
v han postulado que al activar la apoptosis disminuye el niimero de células
metabdlicamente activas  dentro de la placa aterosclerosa y con esto disminuye la
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