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Resumen La causa de muerte más frecuente en los países desarrollados es la ateroesclerosis. Sus lesiones
características, además del depósito lipídico, son el engrosamiento focal de la pared arterial con pro-

liferación de células musculares lisas (CML) e infiltración mononuclear y presencia de vasos neoformados. En este
trabajo estudiamos el fenómeno proliferativo y las alteraciones citogenéticas de las CML. Estas células, identifica-
das mediante inmunohistoquímica por su expresión de actina muscular específica, eran diploides, con un alto índi-
ce de proliferación demostrado por expresión de la proteína nuclear PCNA. Un porcentaje elevado de CML expre-
só intensamente a la oncoproteína p53. Además se encontraron claros indicios de inestabilidad cromosómica. Los
hallazgos más frecuentes fueron la trisomía del cromosoma 7 y la monosomía del cromosoma 11. También se ob-
servó amplificación del gen FGF-3. Estos hallazgos permiten inferir que la proliferación de CML es activa, tiene
relación con la acumulación o mutación de la oncoproteína p53 y además presenta alteraciones cromosómicas
específicas y relacionadas con los factores de crecimiento. La presencia de este tipo de cambios nos lleva a con-
siderar a la hiperplasia de las CML en la placa ateromatosa como una expansión celular de carácter clonal.

Abstract Proliferative activity and chromosomal alterations of smooth  muscle cells  in atherosclerosis.
Atherosclerosis is the most frequent cause of death in industrialized countries. Lesions are characterized

by lipid deposits, focal thickening of the arterial wall with proliferation of smooth muscle cells (SMC), mononuclear
infiltrates and neoformed vessels. In this paper, we studied the proliferative characteristics and cytogenetic alterations
of SMC. These cells, expressing specific muscular actin, were diploid with an increased proliferative index for PCNA.
A high percentage of SMC showed intense expression of p53. There were signs of chromosomal instability, being
the most frequent findings chromosome 7 trisomy and chromosome 11 monosomy. Additionally, the gene for
FGF-3 showed a marked amplification. These findings strongly suggest that SMC proliferation is active, and is related
to the accumulation or mutation of the p53 oncoprotein. It also presents specific chromosomal alterations in close
relation with growth factors. According to these findings SMC hyperplasia in the atherosclerosis plaque may be
considered as a cellular clonal expansion.
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Según la hipótesis de la respuesta a la lesión, que es
la más aceptada para explicar la aterogénesis, es fun-
damental que exista disfunción endotelial en este proce-
so, la cual provoca alteraciones en las CML llevándolas
hacia la proliferación celular4.

Esta respuesta inflamatoria fibroproliferativa exage-
rada lesiona de diversa manera a las células endoteliales
y a las CML de las arterias musculares de mediano y
gran calibre5- 7. Estos complejos procesos se relacionan
con la proliferación, migración y muerte celular junto con
la síntesis y proteólisis de la matriz extracelular8. Con
ellos se reconocen como factores predisponentes la
hipertensión, la obesidad, el tabaquismo, la presencia
de lipoproteínas oxidadas de baja densidad, y, en los
últimos años se han añadido a la lista algunos agentes
infecciosos como la Chlamydia pneumoniae, Helicobacter

La causa de óbito más frecuente en los países desa-
rrollados es la ateroesclerosis a través de las enferme-
dades coronaria, cerebrovascular y arterial periférica1.

La formación de placas ateroescleróticas está dada
por: a) la proliferación de macrófagos y de células mus-
culares lisas (CML), b) el depósito de tejido conectivo
por parte de estas células originando, por ejemplo, la
cápsula fibrosa y c) el acúmulo de restos necróticos los
cuales contienen cristales de colesterol y otros lípidos
(lipoproteínas) dentro de una matriz de proteoglicanos y
tejido conectivo2, 3.
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pylori, cytomegalovirus9 así como alteraciones cro-
mosómicas y apoptosis tanto en CML como en macró-
fagos.

La actividad proliferativa aumentada de las CML se
debería a una inestabilidad cromosómica10, 11. En un tra-
bajo previo, nuestro equipo ha demostrado que es fre-
cuente encontrar alteraciones del cromosoma 7, espe-
cialmente trisomía, en las placas ateromatosas inesta-
bles12. Este hallazgo es particularmente interesante ya
que este cromosoma codifica, entre otros, para el factor
de crecimiento epidérmico (EGF) y para el factor de cre-
cimiento derivado de plaquetas (PDGF)13-15.

El daño mecánico, químico o por agentes infecciosos
podría producir alteraciones genómicas, las que induci-
rían una ventaja proliferativa selectiva y serían el origen
del proceso ateroesclerótico. Sobre esta base algunos
autores comparan este proceso con la proliferación clonal
observada en las neoplasias benignas11. El aumento de
la capacidad proliferativa también se ha relacionado con
las alteraciones de la oncoproteína p5316, 17, cuya fun-
ción es reguladora de la proliferación durante el ciclo
celular.

El objetivo del presente trabajo es correlacionar los
resultados de los estudios realizados de inmunoti-
pificación celular, la técnica FISH para cromosomas 7 y
11, expresión de p53 y de proteína nuclear PCNA con el
objeto de evaluar las características proliferativas y de
clonalidad de las CML involucradas en las lesiones
ateroescleróticas.

Material y métodos

Los estudios se realizaron en especímenes de arterias obteni-
das por cirugía (Tabla 1).

Según el examen histológico, efectuado con técnicas tanto
de rutina como especiales, se seleccionaron placas inestables
con las siguientes características: capa de cubierta fina con
evidente infiltrado mononuclear y abundante núcleo lipídico2.

Caracterización de poblaciones celulares. En todos los ca-
sos se efectuó la inmunofenotipificación celular para identificar
las poblaciones comprometidas. Se estudió la expresión de
CD68 (macrófagos), actina muscular específica (CML),
CD45RO (linfocitos T), y CD34 (vasos) mediante técnicas
inmunohistoquímicas con anticuerpos monoclonales3.

Determinación de oncoproteína p53. Se realizó en 67
carótidas y en 13 aortas abdominales y torácicas (n = 80) me-

TABLA 1.– Métodos utilizados en el presente estudio

Estudio n Carótidas Aorta Ilíacas Coronarias

p53 80 67 13 0 0

Proliferación 17 9 1 3 4

Ploidía 17 9 1 3 4

Citogenética 21 7 9 0 5

Inmunofenotipo 88 67 13 3 5

diante una técnica inmunoenzimática con anticuerpo 1801 y
complejo ABC.

Determinación de índices de proliferación. Se estudiaron las
siguientes arterias: 4 coronarias, 9 carótidas, 3 ilíacas y una
aorta (n = 17).

a. Expresión de proteína nuclear PCNA: Mediante anticuer-
po monoclonal PC 10 y complejo ABC. Se examinaron cam-
pos contiguos abarcando todo el corte. En cada campo se con-
taron los núcleos positivos y se observó su localización en las
capas íntima y media.

b. Ploidía y Fase S: Por medio de un analizador de imáge-
nes Zeiss Cires y tinción de Feulgen se evaluaron campos
contiguos en la totalidad del corte, correlacionando la densidad
óptica de los especímenes en placas ateromatosas con la de
los controles.

Estudio citogenético. Se realizó en las siguientes arterias:
7 carótidas, 9 aortas abdominales y 5 coronarias (n = 21) me-
diante la técnica de FISH con sondas de ADN alfa satélite es-
pecíficas contra la región centromérica de los cromosomas 3,
7 y 11 marcadas con biotina (ONCOR, Gaithersburg MD, USA).
El cromosoma 3 se incluyó como control de disomía, ya que
se sabe que no está involucrado en la progresión ateroes-
clerótica. También se utilizó una sonda específica para la se-
cuencia genómica del locus FGF-3 (ONCOR). Los estudios se
realizaron en cortes de tejidos incluidos en parafina (3 a 5 µm
de espesor). Las señales se detectaron con un kit comercial
FITC conjugado con avidina (ONCOR). La evaluación se reali-
zó con microscopio de epi-iluminación, luz ultravioleta y objeti-
vos de inmersión. Sólo se contaron los núcleos en interfase y
con morfología intacta. Como control se utilizaron arterias nor-
males. Los cromosomas 7 y 11 también se estudiaron en arte-
rias con placas en estadios iniciales. El mismo procedimiento
se realizó sobre CML en cultivo.

Resultados

Caracterización de poblaciones celulares. En la Fig. 1A
se observa el revestimiento endotelial normal continuo
CD31 positivo. Las placas inestables presentaron alta
celularidad tanto en las cubiertas de las placas como
en los hombros de las mismas con un marcado predo-
minio de macrófagos (Fig. 1B) e infiltrado linfocitario
(Fig. 2B) con una profusa formación de neovasos (Fig.
1D). Tanto los macrófagos como los linfocitos estaban
en estrecho contacto con los vasos de neoformación
(Figuras 1C y 2B). Todas las lesiones mostraron gran
engrosamiento a expensas de la proliferación de CML
actina positivas (Fig. 2A). Su identificación y localiza-
ción se hizo mediante la inmunomarcación, lo que per-
mitió correlacionarlas con la expresión de PCNA y de
p53.

Expresión de oncoproteína p53. Se observó en 59
casos (74%) expresión de la proteína p53 en el núcleo
de numerosas células, con considerables variaciones en
intensidad (débil, moderada e intensa). Estas células que
expresaron p53 fueron también positivas para actina
muscular específica (CML). Las células mostraron un
patrón de proliferación focal y en ocasiones también di-
fuso en el área de engrosamiento intimal. En la capa
media se encontraron escasas células positivas. En 33
casos (41%) se observó una intensa marcación, la que
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se interpretó como sobre-expresión y mutación del gen
p53. En estos casos la marcación estuvo en el rango de
10 a 82%, esta sobre-expresión de p53 se presentó tan-
to en carótidas como en aortas.

Determinación de índices de proliferación. a) Expresión
de PCNA: Sólo se encontraron células positivas para PCNA
en las placas inestables de las arterias carótidas, estando

ausentes en las de arterias coronarias. El rango de
positividad hallado fue del 0 al 33%, de localización intimal.

b) El estudio de ploidía mostró un contenido de ADN
diploide (índice de ADN = 1). Se observó una frecuencia
variable de células en fase S.

Estudio citogenético. En las CML de las placas ines-
tables se encontraron las siguientes alteraciones:

Figs. 1-2. 1) A. Revestimiento endotelial continuo intacto marcado con CD34 (control). Complejo ABC. Revelado con DAB.
Contracoloración H&E X400. B. Capa fibrosa+ con prominente infiltrado de macrófagos CD68 positivos. Complejo ABC. Re-
velado con DAB. X250. C. Capa fibrosa. Macrófagos CD68 positivos (marrón, negro en la foto blanco y negro) en estrecho
contacto con capilar CD34 positivo (rojo, gris en la foto blanco y negro, señalado por una flecha). Doble marcación (peroxidasa
y fosfatasa alcalina). Revelado con DAB y Fast Red. X1000. D. Núcleo lipídico. Profusa neovascularización. Vasos de dife-
rente calibre y forma CD34 positivos. Complejo ABC. Revelado con DAB. X250. 2) A. Hiperplasia de células musculares
lisas en placa fibrosa. Expresión de actina muscular específica. Complejo ABC. Revelado con DAB. X250. B. Base de la
placa. Infiltrado mononuclear rodeando vasos de neoformación de pared fina (marrón, negro en la foto blanco y negro) CD34+.
Complejo ABC. Revelado con DAB.

TABLA 2.– Alteraciones citogenéticas en el cromosoma 7 detectadas por el método FISH expresadas en porcentaje

N° casos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Trisomía 20 19 30 25 18 15 37 10 47 20 25 33 25 19 22 0 0

Tetrasomía 03 01 08 05 02 00 06 00 15 06 00 00 15 08 00 0 0

Polisomía 03 00 00 00 02 00 00 00 04 00 03 00 00 00 00 0 0
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a) Cromosoma 7: En el 71% de los casos, la
microscopia de fluorescencia reveló, en las regiones de
alta celularidad, porcentajes variables (Tabla 2) de célu-
las con tres y hasta cuatro señales de hibridación, indi-
cando la existencia de trisomía y tetrasomía 7 (Fig. 3).
En cuatro casos se observó polisomía 7 en algunos nú-
cleos (más de cuatro marcas) (Fig. 3).

El resultado  más frecuente fue la aparición de tres
marcas (Fig. 3). Las células con anomalías en el
cromosoma 7 eran CML (actina muscular específica
positivas).

b) Cromosoma 11: El hallazgo más frecuente en es-
tos casos fue la falta de uno de los cromosomas, hecho
puesto en evidencia por la presencia de una sola señal
por célula (Fig. 4A y B), indicando monosomía 11.

c) Gen FGF-3: Se observó una marcada amplifica-
ción en aproximadamente 2/3 de las CML (Fig. 5 A, B, C
y D).

Fig. 3.– FISH con sonda para cromosoma 7.
Carótida con placa de ateroma incluida en
parafina. Los núcleos celulares muestran 3
señales de hibridización (trisomía 7). Una sola
célula con disomía (flecha). X1000.

Fig. 5.– A. FGF-3. Se observan dos marcas correspondien-
tes al gen en los 2 cromosomas que lo codifican. B, C
y D. Amplificación del gen FGF-3.

Fig. 4.– A. Cromosoma 11. Se observan células con disomía y
otras con monosomía. El inset muestra dos células con
monosomía. B. Múltiples células con monosomía 11.

Fig. 6.– A. Cromosoma 3 en células musculares lisas de placa ateromatosa. Se observa disomía. B. Cromosoma 11 en
células musculares lisas de lesión inicial. Se observa disomía.
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En todos los casos se observó disomía del
cromosoma 3 (Fig. 6A), el cual fue utilizado como con-
trol por no estar implicado en el proceso ateromatoso.
También se observó disomía de los cromosomas 11 (Fig.
6B) y 7 en las paredes de las arterias normales y en las
lesiones tempranas.

Discusión

La ateroesclerosis es un complejo proceso multifactorial.
En la formación de una placa ateroesclérotica hay dos
hechos importantes: a) depósito de lípidos y b) migra-
ción y proliferación de CML y de macrófagos/células
espumosas.

Las CML representan el 50% de los componentes
celulares en placas crónicas y pueden llegar a ser el
90% en lesiones tempranas18. Las CML proliferativas
producen proteoglicanos (matriz extracelular) y acumu-
lan colesterol esterificado, siendo éste uno de los proce-
sos que hacen progresar la enfermedad junto con la
acumulación de restos necróticos19.

La importancia de estos hechos durante la aterogé-
nesis se pone en evidencia por el efecto beneficioso de
las estatinas, las cuales no sólo inhiben la acumulación
de colesterol, sino que también interfieren en el proceso
de formación de células espumosas y además poseen
acción antiinflamatoria, contribuyendo de esta forma, a
la estabilización de las placas19. Así, en recientes ensa-
yos clínicos se demostró que la disminución de los nive-
les lipídicos reduce la morbimortalidad coronaria20.

Por medio de estudios morfológicos y bioquímicos se
determinó que las CML intimales, asociadas con la en-
fermedad vascular, son fenotípicamente diferentes a las
CML encontradas en la media. Las primeras son células
inmaduras y tienen menor cantidad de miofilamentos, a
su vez expresan una gran variedad de proteínas que
contribuirían al desarrollo y/o estabilidad de la lesión21.
Esto aumentó el interés por comprender los mecanis-
mos que modulan la proliferación de las CML. Una hipó-
tesis explica el origen de las CML intimales como prove-
niente de una expansión clonal a partir de una
subpoblación de células inmaduras mediales y/o
adventiciales22 aceptando en forma implícita la existen-
cia de al menos 2 fenotipos estables de CML, los cuales
podrían reflejar un distinto origen embriológico
(mesenquimático y cresta neural). Por lo tanto, debido a
que las CML provienen embriológicamente de los distin-
tos órganos parenquimatosos, existe una diversidad de
estas células en las diferentes arterias, haciendo que
respondan de modo diferente a los distintos estímulos
locales. Esto explicaría el por qué los distintos lechos
vasculares se comportan de manera tan distinta con res-
pecto a la ateroesclerosis1.

Murry y col.22 han demostrado mediante la técnica
de PCR que la monoclonalidad en la placa ateromatosa
interesa exclusivamente a las CML y que el aumento de
su capacidad proliferativa suele asociarse con una ten-
dencia a la inestabilidad cromosómica.

Otra explicación, que no necesariamente se opone a
la anterior, es que las CML de la íntima derivan de CML
maduras de la media y que en su traslado las CML con
fenotipo contráctil serían moduladas por diversos estí-
mulos y desarrollarían el fenotipo sintetizador encontra-
do en la íntima23. La expresión génica caracterizará los
cambios fenotípicos y determinará los mecanismos que
los regulen. Estudiados dicha expresión y los factores
intrínsecos y extrínsecos que regulan su expresión se
tendrá la mejor oportunidad para comprender y actuar
terapéuticamente sobre las placas ateroescleróticas24.

Como ya se ha dicho, una de las características más
importantes del progreso de la placa ateromatosa es la
marcada proliferación de las CML, la cual es estimulada
por diversos factores, como por ejemplo el PDGF. Este
interviene en la migración de las CML vasculares25, 26

mientras que el FGF-3 y otras citoquinas participan esti-
mulando su proliferación26, 27. En este trabajo presenta-
mos los resultados de investigaciones realizadas a dis-
tintos niveles del ciclo celular aplicadas en particular a
las células musculares lisas. Estas células se identifica-
ron, de acuerdo con estudios previos2, 3, mediante la de-
terminación inmunohistoquímica de la expresión de
actina muscular específica. El resto de los estudios se
efectuó sobre la población de CML así delimitada. Los
estudios de ADN demostraron que la citada población
es diploide. La determinación de PCNA confirmó que en
dicha población hay un alto índice de células en proceso
de proliferación.

PCNA es una proteína nuclear relacionada directa-
mente con la síntesis de ADN, su expresión, puesta en
evidencia por la marcación, es indicador de una prolife-
ración activa.

La proteína p53, codificada por el oncogen del mis-
mo nombre ubicado en el brazo corto del cromosoma
17, participa en la regulación del ciclo celular actuando
como inhibidor de la síntesis de ADN. En su estado sal-
vaje tiene vida corta por lo que son muy escasas las
células en las que se puede demostrar esta proteína
por medio de técnicas inmunohistoquímicas. La induc-
ción de alteraciones genéticas por distintos agentes con-
duce a la acumulación de p53 y a su mutación16, 17. Así
la acumulación de p53 puede demostrarse con técnicas
inmunoenzimáticas como evidencia de alteración del
mecanismo de reparación del ADN génico.

En este trabajo encontramos un elevado porcentaje
de CML positivas para p53 (74% positivas, 41% con
positivo intenso). Este hallazgo permite suponer una
mutación del gen p53 que conduce a que un clon celu-
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lar portador de la misma adquiera ventaja proliferativa
como se observa en las neoplasias benignas.

En este estudio encontramos un 71% de CML con
anomalías del cromosoma 7, a predominio de trisomía,
además de tetrasomía y polisomía. Esta alteración tam-
bién nos lleva a considerar que se trata de una expan-
sión de carácter clonal.

Debe destacarse que en el cromosoma 7 se encuen-
tran codificados el EGF y el PDGF por lo que puede
considerarse que sus alteraciones provocarían una pro-
ducción en exceso de estos factores que estimularían la
proliferación celular.

Coincidentemente, Vanni y col.10 en un caso y
Casalone y col.11 en 18 casos, ya observaron trisomía
del cromosoma 7 en las CML.

Además se constataron alteraciones a nivel del
cromosoma 11 y amplificación del gen FGF-3. Kato28

demostró que los genes que codifican para la
apolipoproteína A-1, apo C-III y A-IV están localizados
en el brazo largo del cromosoma 11. Las alteraciones
de este cromosoma se asociaron con la ateroesclerosis
y con variabilidad en el perfil lipídico29.

El FGF es un potente mitógeno que estimula la
angiogénesis, el desarrollo cerebral, la formación de car-
tílago y la reparación de tejidos blandos30. En los últimos
años se han localizado numerosos factores de crecimien-
to en las lesiones ateroescleróticas (PDGF, FGF,
TGFbeta, IGFs, PAF), lo que sugirió que los mismos jue-
gan algún papel en la progresión de las lesiones31. El
FGF-3 se codifica en el cromosoma 11, por lo que su
expresión podría estar parcialmente representada en las
placas inestables con monosomía del cromosoma 11.
Sin embargo, tanto en los casos de ploidía normal como
en los de monosomía se demostró la amplificación del
gen FGF-3.

Estos hallazgos son un aporte al conocimiento de la
evolución de la placa ateromatosa y avalan el concepto
de que el componente muscular liso se comporta como
una proliferación monoclonal, si bien no está claro si las
citadas anomalías contribuyen a la proliferación celular,
o si son la consecuencia de otros factores o estímulos.

Conclusiones

En el desarrollo de la placa ateromatosa las CML cum-
plen un papel fundamental. Este componente tiene es-
pecial importancia en la producción de la placa inesta-
ble. Distintos factores: hemodinámicos (ver diferencias
de hallazgos en coronarias), químicos, humorales
(angiotensina, etc.) o agentes infecciosos (Chlamydia,
Helycobacter, etc) producirían alteraciones genómicas
clonales en las CML generando una proliferación selec-
tiva. La importancia clínica de este proceso radica en el
pasaje de placa estable a inestable.

La posibilidad de dirigir determinadas moléculas a
sitios específicos, de alto riesgo, parece ser la aplica-
ción futura de estos conocimientos a fin de tratar tanto la
ateroesclerosis primaria como la re-estenosis post-
angioplastia1.

Se comprobó que las lesiones oclusivas ateroes-
cleróticas pueden revertirse clínicamente luego de un
tratamiento agresivo con drogas hipolipemiantes32, 33. Por
lo tanto el reconocimiento de la importancia de la infla-
mación, de las CML, de los macrófagos, de la formación
de tejido conectivo y de la acumulación lipídica junto con
la modulación de los factores de crecimiento (y otras
sustancias) que acompañan estos procesos brinda nu-
merosos puntos de acción (blancos terapéuticos) para
interferir selectivamente o inhibir el proceso ateroes-
clerótico.
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- - - -
4. Siendo la lengua el medio de que se valen los hombres para comunicarse unos a otros cuanto

saben, piensan y sienten, no puede menos de ser grande la utilidad de la Gramática, ya que para
hablar, de manera que se comprenda bien lo que decimos (sea de viva voz o por escrito), ya para fijar
con exactitud el sentido de lo que otros han dicho; lo cual abraza nada menos que la acertada
enunciación y la genuina interpretación de las leyes, de los contratos, de los testamentos, de los
libros, de la correspondencia escrita; objetivos en que se interesa cuanto hay de lo más precioso y
más importante en la vida social.
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