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Uno de los objetivos importantes en investigación biomédica consiste en  la

identificación y purificación de las sustancias implicadas en los procesos de

multiplicación de las células eucarióticas y sus mecanismos de acción.  En el

último decenio del siglo pasado se ha estudiado con profusión este tipo de

sustancias entre las que destacan los factores de crecimiento para fibroblastos

(FGFs).  Estas sustancias son de naturaleza peptídica y, algunas de ellas, están

relacionadas con los oncogenes.

Los miembros mejor estudiados de la familia de los FGFs son el factor de

crecimiento para fibroblastos ácido (FGFa o FGF-1) y el factor de crecimiento para

fibroblastos básico (FGFb o FGF-2).  Estos factores de crecimiento inducen la

síntesis de ADN y la división celular, pero también tienen otras funciones no

mitogénicas (1,2).  Además, se ha logrado obtener, por ingeniería genética, FGFs

que tengan solo parte de sus actividades biológicas (3).

Los FGFs o proteínas relacionadas con ellos se encuentran en la mayoría

de los tejidos (4).  Debido a esta amplia distribución en tejidos y en distintos tipos

celulares existían muchos sinónimos de los FGFs (5). 
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CARACTERIZACIÓN Y AISLAMIENTO DE LOS FGFs     

Los primeros estudios para identificar estas sustancias se realizaron en

1940 (6,7).   Más tarde, Armelin, en 1973 y Gospodarowicz en 1975 purificaron, de

forma parcial, a partir de extractos de cerebro y de pituitaria, una proteína con

acción mitogénica para fibroblastos (8,9) que presentaba un punto isoeléctrico

muy alto (PI<9.0) y que se denominó factor de crecimiento para fibroblastos (FGF)

(10).  En 1980 Thomas y colaboradores aislaron otra proteína con acción

mitogénica para los mismos tejidos que la proteína anterior pero con un punto

isoeléctrico ácido (PI=5.6) (11).  Esta proteína se denominó factor de crecimiento

para fibroblastos ácido (FGFa) y así se diferenciaba de la anterior con punto

isoeléctrico básico que pasó a llamarse factor de crecimiento para fibroblastos

básico (FGFb) (11, 12).  Posteriormente en 1984, otros autores, consiguieron una

mejor purificación, en tejido cerebral, del FGFa y en hipófisis de FGFb (13, 14).

Estas proteínas fueron secuenciadas y se observó que, realmente eran proteínas

distintas pero con secuencias homólogas, lo que explicaba sus actividades

biológicas similares.

La purificación de estos factores se hizo mediante cromatografía de

afinidad, utilizando heparin-sefarosa como fase móvil (15).  Desde entonces se

utiliza este método para identificar factores similares a los FGFs en los distintos
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tejidos (5, 16), ya que con esta técnica se obtienen preparaciones puras de

factores de crecimiento de forma sencilla y eficaz.  

FGFs: FAMILIA Y PROTEÍNAS RELACIONADAS

Además del FGFa o FGF-1 y del FGFb o FGF-2 existen otras proteínas

homólogas que forman parte de la familia de los FGFs (2, 4, 17, 18, 19). Los

miembros más significativos de la familia de los FGFs incluyen:

 Factor de crecimiento para fibroblastos ácido (FGFa, FGF-1).

 Factor de crecimiento para fibroblastos básico (FGFb, FGF-2).

 Factor de crecimiento para fibroblastos 3 (FGF-3, INT-2).

 Factor de crecimiento para fibroblastos 4 (FGF-4).  También llamado

HST/Kaposi FGF (HST/K-FGF).

 Factor de crecimiento para fibroblastos 5 (FGF-5).

 Factor de crecimiento para fibroblastos 6 (FGF-6).

 Factor de crecimiento para fibroblastos 7 (FGF-7).  Mitógeno para células

endoteliales y queratinocitos.  También llamado factor de crecimiento para

queratinocitos (KGF).

Existen otras muchas moléculas nuevas asignadas a la familia de los FGFs,

que se está ampliando constantemente: hasta el momento se han descrito 20

FGFs diferentes (20).

Las semejanzas entre las secuencias de aminoácidos de algunos de estos
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factores aparecen en la siguiente figura:

FGF básico      -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
FGF ácido        -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
HST/KS 3            -------MSGPGTAAVALLPAVLLALLAPWAGRGGAAAPTAPNGTLEAELERRWESLVALS    54
INT-2                 -------------------------------------------------------------------------------------MGLIWLLLLSLLEPSW      16
FGF-5                MSLSFLLLLFFSHLILSAWAHGEKRLAPKGQPGPAAT DRNPRGSSSRQSSSSAMSSSS    58

FGF básico      MAAGSITTLPALPEDGGSGAFPPGHFKDPKRLYCKNG-GFFLRIHPDGRVDGVRE               54
FGF ácido        MAEGEITTFTALTEK - - - - FNLPPGNYKKPKLLYCSNG-GHFLRILPDGTVDGTRD               51
HST/KS 3         LARLPVAAQPKEAAVQSGAGDYLLGIKRLRRLYCNVGIGFHLQALPDGRIGGAHA             109
INT-2             PTTGPGTRLRRDAGGRGGVYEHLGGAPRRRKLYCATK - -YHLQLHPSGRVNGSLE             69
FGF-5             ASSSPAASLGSQGSGLEQSSFQWSLGARTGSLYCRVGIGFHLQIYPDGKVNGSHE            113
                          *      *         *                         *      *  *    * * * * *       *   * * * * * *   * * * * *   * *    *

FGF básico         KSDPHIKLQLQAEERGVVSIKGVCANRYLAMKEDGRLLASKCVTDECFFFERLES           109
FGF ácido           RSDQHIQLQLSAESVGEVYIKSTETGQYLAMDTDGLLYGSQTPNEECLFLERLEE           106
HST/KS 3       DTRDSL  -   LELSPVERGVVSIFGVASRFFVAMSSKGKLYGSPFFTDECTFKEILLP              163 

INT-2                  NSAYSI -  LEITAVEVGVVAIKGLFSGRYLAMNKRGRLYASDHYNAECEFVERIHE            123
FGF-5                ANMLSV – LEIFAVSQGIVGIRGVFSNKFLAMSKKGKLHASAKFTDDCKFRERFQE           167
                            *       * *    * * *  * * *    * * *  * * * *    *    * * * * *   *  * * * *    * *        * * * *    *    * * *    *

FGF básico      NNYNTYRSRKYTS------------------------------------WYVALKRTGQYKLG--SKTGPGQKAI          146
FGF ácido        NHYNTYI SKKHAEKN--------------------------------WFVGLKKNGSCKRG-PRTHYGQKAI          145
HST/KS 3         NNYNAYESYKYPG------------------------------------WFIALSKNGKTKK G-NRVSPTMKVT          200
INT-2                 LGYNTYASRLYRTGSSGPGAQRQPGAQRPWYVSVNGKGRPRRGFKTRRT-QKSS          176
FGF-5               NSYNTYASAIHRTEKTGRE------------------------WYVALNKRGKAKRGCSPRVKPQHIST       212
                          *   * * * *   * * * *    *                                 * * * * *    *   * *    * * *          *       *   * *    *

FGF básico     LFLPMSAKS--------------------------------------------------------------------------------------------------        155
FGF ácido       LFLPLPVSSD------------------------------------------------------------------------------------------------        155
HST/KS 3       HFLPRL--------------------------------------------------------------------------------------------------------        206
INT-2               LLFPRVLGHKDHEMVRLLQSSQPRAPGEGSQPRQRRQKKQSPGDHGKMETLSTRA         229
FGF-5             HLFPRFKQSEQPELSFTVTVPEKKNPPSP IKSK IPL SAPRKNTNSVKYRLKFRFG               212
                        * * * * *        *

FGF básico     ----------------------------
FGF ácido       ----------------------------
HST/KS 3        TPSTQLHTGGLAVA                                                                                                                 243
FGF-5             ----------------------------

Las secuencias en rojo señalan las estructuras idénticas, y los asteriscos (*)

resaltan las zonas con homología significante.

El primer estudio de homología se realizó entre los FGFs y la Interleukina-
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1α que son proteínas que evolucionaron a partir de un mismo gen ancestral, pero

que no tienen actividades biológicas semejantes (21, 22).

Los FGFs-3, 4, 5, y 6 se han relacionado con el resto por su alta homología

y son productos celulares de oncogenes.  Estas proteínas parecen actuar solo

durante breves periodos del desarrollo embrionario y del recién nacido (23).  La

mayor semejanza entre los miembros de la familia se localiza en el centro de la

molécula, ya que los extremos amino y carboxilo son más variables y algunos son

más largos que los del FGFa y FGFb.  El extremo amino y su longitud son

importantes para algunos FGFs, ya que presenta la típica secuencia señal.  Esta

secuencia es la responsable de la secreción de la proteína por el aparato de Golgi,

donde se realizan los cambios post-transcripcionales de glicosilación.

No parece que los FGFb, FGFa y FGF-3 codifiquen una secuencia señal

conocida.  Giménez-Gallego y colaboradores observaron que el FGFa no tiene

péptido señal, por lo cual, aunque existen secuencias de glicosilación en su

estructura primaria, no se glicosila en condiciones normales (24). 

Los FGFs ácido y básico se unen a heparina con alta afinidad (5, 16), por lo

que se conoce a esta familia de proteínas como factores de crecimiento que unen

heparina (25).  Existen otros factores que se unen a heparina y no presentan

ninguna relación con ellos y otros, dentro de esta familia, que no tienen afinidad

por heparina como: INT-2, KGF (19, 26).
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BIOSÍNTESIS Y SECRECIÓN DE LOS FGFs 

Para el FGFa se ha determinado, por biología molecular, que el ácido

ribonucléico mensajero (ARNm) codifica una proteína de 155 aminoácidos.

También el FGFa se puede purificar de formas resultantes del truncamiento de su

amino terminal, dando lugar a proteínas de 130 a 155 aminoácidos (27, 28, 29).  El

FGFb está compuesto de 146 aminoácidos, aunque existe una forma truncada de

su amino terminal, con una pérdida de los 15 primeros aminoácidos (30, 31).

 Los FGFs (tanto FGFa como FGFb) son secretados por exocitósis por una

vía independiente del aparato de Golgi que no requiere el péptido señal (32, 33).

Inicialmente se propuso que el heparan sulfato de las cubiertas celulares

secuestraba a los FGFs, pero posteriormente se demostró que no los secuestran

sino que ellos actúan, precisamente, desde allí (32, 34, 35).

 

Existen muchas células diana de los FGFs que son también las que los

sintetizan.   En la siguiente tabla se relacionan las células que sintetizan FGFs

como fibroblastos y células endoteliales vasculares y capilares.  Estas células

secretan los FGFs que, a su vez, estimulan su propio crecimiento.
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Células que sintetizan FGF Abreviatura de los seudónimos Ref.

Folículo de pituitaria FGF (36)

Célula endotelial vaso FGF                                                   (37)

Célula endotelial capilar FGF                                                   (38)

Célula endotelial córnea FGF                                                   (39)

Célula músculo liso ECGF                                                (39)

Neurona BDGF                                                (40)

Célula córtex adrenal FGF                                                   (41)

Célula granulosa ovario FGF                                                   (42)

Fibroblastos FGF                                                   (43)
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Célula epitelial retina FGF                                                   (44)

Macrófago FGF                                                   (45)

Hepatoma FGF                                                   (46)

Meduloblastoma HBGF                                                (47)

Rhabdomiosarcoma FGF                                                   (48)

Retinoblastoma FGF                                                   (44)

Hela FGF                                                   (43)

Leucemia FGF                                                   (43)

Neuroblastoma BDGF                                                (40)

Glioma FGF                                                   (49)
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HEPARINA Y SU UNIÓN A LOS FGFs

Los FGFs se diferencian de otras familias de factores de crecimiento por su

alta afinidad a heparina (5, 16).  La heparina es un polisacárido lineal, altamente

sulfatado, formado por residuos de ácido urónico (L-idurónico, D-idurónico), y D-

glucosamina.  La heparina es un glucosaminoglicano sulfatado que representa un

componente de las cadenas de proteoglicanos producidos por las células

eucariotas y es considerado como un componente fundamental de las matrices

peri y extracelulares (50).  

Gracias a la afinidad de los FGFs por la heparina su proceso de purificación

resultó más fácil.  Esta característica diferencia a los FGFs; en efecto el FGFa es

mucho más afín por la heparina y unido a ella su actividad se multiplica por 100

(51, 52), considerándose la forma del FGFa unida a heparina como

biológicamente activa (53).  Esta unión a heparina o glucosaminoglicanos

sulfatados de los FGFs les confiere una protección contra la inactivación por

degradación proteolítica, por acidificación del medio o por agentes caotrópicos (54,

55, 56, 57,58).

De todo ello se deduce que el mecanismo por el que la heparina potencia la

actividad de los FGFs puede deberse a la prevención de modificaciones

proteolíticas y a la estabilización de la estructura terciaria de la proteína (59, 60).

Existe una función potenciadora específica de la heparina y sus derivados
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(heparan-sulfatos y dextran-sulfatos), mientras que otros componentes de la

matriz extracelular, como son el ácido hialurónico, el condroitin-sulfato y el

dermatán-sulfato, no lo hacen.  Esta potenciación de la heparina en el caso del

FGFa es especialmente importante, ya que le otorga la misma actividad que el

FGFb (61, 62, 63, 64).
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RECEPTORES DE LOS FGFs 

Existen dos tipos de receptores que se caracterizan por su distinta afinidad

por los FGFs en la superficie celular: receptores de alta afinidad y receptores de

baja afinidad.

En 1987 se demostró que las células de riñón de cría de hámster (BHK)

tenían unos 80.000 receptores de alta afinidad por célula con una KD=20 pM y

600.000 de baja afinidad con una KD=2 nM (65).

Receptores de alta afinidad

Los receptores de alta afinidad de los factores de crecimiento para

fibroblastos (RFGF) son proteínas transmembranosas con actividad tirosina

quinasa.  Existen cuatro genes diferentes que codifican cuatro receptores distintos:

R1 a R4.  Todos los receptores de FGF tienen una estructura general compuesta

de:

 Una región extracelular constituida por tres dominios de tipo

inmunoglobulina (Ig I, Ig II, Ig III).  Los dominios Ig II e Ig III son esenciales

para la unión del FGF a su receptor.

 Una región intracitoplásmica con actividad catalítica formada por dos

dominios quinasa.

 Una región transmembranosa que atraviesa la membrana plasmática (66,
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67).

Receptor FGF

Hay un gran número de isoformas de los RFGF puesto que varias formas

diferentes son codificados por un solo gen que puede dar distintos productos,

debido a procesos de "splicing" alternativo del ARNm durante la síntesis de

proteínas y también delecciones, incorporación de distintos exones, etc.

De forma característica las familias de los FGFs y de sus receptores

presentan doble redundancia debido a su complejidad, porque un mismo factor se



26

puede unir a distintos receptores y, un mismo receptor puede ser activado por

diferentes FGFs (66, 67).

La siguiente tabla presenta la relación de cada FGF con los distintos

receptores de alta afinidad:

FGFs RFGF1 RFGF2 RFGF3 RFGF4

FGFa + + +

FGFb + + -

INT2 +

FGFK + + +

FGF-5 -

FGF-6 +

KGF + -

Receptores de baja afinidad 

Los receptores de baja afinidad de los FGFs son los glucosaminoglicanos

de los proteoglicanos heparan-sulfatados (HSPG) expuestos en la superficie de la

célula y presentes en la matriz mitocondrial (68, 69).  En 1990 fue aislado el primer

receptor de baja afinidad: el sindecán, proteína transmembranosa, de 309

residuos.  En su extremo extracelular tiene un sitio de glicosilación y cinco sitios de
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unión con glucosaminoglicanos, fundamentalmente heparan-sulfatos (70).

En 1992 se demostró que el 5 % del FGF localizado en la matriz

extracelular está unido a HSPGs, fijados a la membrana celular (71).  También se

había observado que la unión del FGF a su receptor de alta afinidad requería

HSPG (68).  A partir de estos estudios se han desarrollado dos modelos para

explicar la actuación de los HSPGs:

1. El HSPG sería la molécula presentadora del FGF a los receptores de alta

afinidad, ya que habría un cambio conformacional del FGF al unirse, o bien a

los HSPGs, o a la heparina libre, que sería capaz de emular el efecto de los

HSPGs (72).

2. El FGF unido a los HSPGs actuaría como reservorio a nivel de la matriz

extracelular, y las endoglicosilasas, proteasas o fosfolipasas C liberarían los

FGFs generando un efecto autocrino y paracrino.

Todo esto implica que la unión de los FGFs al receptor es muy compleja y

parece comprometer a más de un receptor en la célula diana.
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LA MATRIZ EXTRACELULAR Y LOS FGFs

Uno de los mecanismos de regulación de la actividad de los FGFs es su

unión a la matriz extracelular (50, 73, 74, 75).  La matriz extracelular está

compuesta por proteínas, proteoglicanos y glucosaminoglicanos.  Esta estructura

no solo proporciona la base sobre la que se realiza la proliferación y

diferenciación de las células (50, 76) si no que, además posee una función

importante en la regulación de estos procesos (46, 77).

Debido a los mecanismos autocrino y paracrino de los FGFs hacen posible

la comunicación intercelular, proporcionando un nuevo sistema de información

celular y facilitando la adhesión celular a la matriz extracelular (50). El heparan

sulfato de la matriz extracelular que se une al FGF potencia y alarga la actividad

del FGF (25, 50, 78), facilitando su unión a los receptores específicos,

proporcionando protección frente a la proteolisis y almacenándolo unido a la

membrana para su posterior liberación (54, 55, 56, 73, 79).

Los factores de crecimiento, incluidos los FGFs y su conexión con la matriz

extracelular, están relacionados con los fenómenos de reparación y curación de

lesiones y con el control de las células del sistema inmune en los procesos

infecciosos (76).  En efecto, los tejidos lesionados inician unas respuestas

celulares a nivel de la matriz extracelular que incluyen la liberación de FGF (50,

76).



29

La matriz extracelular también actúa como una vía de facilitación del

traslado de determinadas células al área de lesión.  Las células implicadas

responden a  los factores de crecimiento, originando cambios en las integrinas

(receptores diméricos de la membrana celular, altamente específicos para unirse

a determinados componentes de la matriz) o liberando determinados productos

que faciliten su llegada a la zona lesionada.  Un tipo celular que migra a la zona

afectada es el fibroblasto que se ve afectado por la matriz o por los FGFs (76). 

Las células en el lugar de la lesión responden a los FGFs que son liberadas

desde la matriz extracelular (50, 76).  En definitiva, en el lugar de la lesión,

inicialmente, al dañarse la matriz extracelular los FGFs promueven la proliferación

de los fibroblastos, que producirían el colágeno necesario para restaurar la matriz

y disminuir el daño (76).  
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ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE LOS FGFs 

Los FGFs, debido a su amplia distribución en los tejidos, tienen diversas

actividades que podríamos resumir en dos actividades básicas: mitogénicas y no

mitogénicas.

ACTIVIDADES MITOGÉNICAS

Los FGFs inducen la proliferación, diferenciación y quimiotaxis de una gran

variedad de células originarias, tanto del mesodermo como del neuroectodermo,

como son: fibroblastos, células endoteliales, células musculares lisas, miocitos,

condrocitos, queratinocitos, mioblastos, osteoblastos, neuroblastos, neuronas,

oligodendrocitos, células de Schwann, hepatocitos y, sobre todo, células

tumorales (2).  Los FGFs inducen mitogénesis en muchos tumores (80, 81, 82, 83,

84).  

También se ha demostrado que son capaces de inducir la formación de

nuevos vasos en modelos animales "in vivo" (85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93).

Además, al estimular la proliferación y diferenciación celular, están implicados en

procesos reparativos de diferentes órganos (94), de las lesiones en las paredes

vasculares (95) y en las heridas (96, 97).  Por último, algunos autores han

observado que los FGFs son osteogénicos (98, 99, 100). 
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ACTIVIDADES NO MITOGÉNICAS

Los FGFs poseen una serie de actividades no mitogénicas similares a las

hormonas (101), como por ejemplo:

 Modulan el efecto endocrino de TRH (hormona que libera la hormona

estimulante del tiroides) en la hipófisis (102).

 Modulan la FSH (hormona estimulante del folículo) en la secreción de

estrógenos y progesterona por las células de la granulosa del ovario (103).

 Regulan el apetito (104).

 Promueven el sueño y la analgesia (105, 106).

 Decrecen la actividad locomotora (107).

 Tienen una potente acción vasodilatadora e hipotensora (3).

 Tienen una potente acción antiepiléptica (108).

 Protegen frente al daño producido por isquemia en distintos órganos como:

cerebro (109, 110, 111), riñón (112, 113), retina (113, 114), corazón (115,

116, 117, 118) y músculo esquelético (119).
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LOS FGFs EN LA ISQUEMIA MIOCÁRDICA

Los FGFs están presentes en el corazón normalmente, tanto en los miocitos

(120, 121, 122), como en las células endoteliales (37, 38).  Recientemente se ha

relacionado la administración de FGF exógeno con una mejora en la isquemia

cardiaca, no solamente por su efecto angiogénico (85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,

93), sino también por un efecto cardioprotector (115, 116, 117, 118). 

Se ha demostrado que cortos periodos de isquemia, antes de una isquemia

prolongada, causa una disminución, significativa del daño producido por la

isquemia miocárdica (123, 124, 125), fenómeno llamado precondicionamiento.

Algunos autores han demostrado que el FGF protege el miocardio isquémico de

una manera comparable al fenómeno del precondicionamiento (126).

La isquemia seguida de reperfusión incrementa el daño producido en el

tejido con la isquemia solamente (127, 128, 129, 130), por lo que actualmente se

buscan terapias y/o tratamientos para paliar este daño, que se puede producir

después de una angioplastia, terapia trombolítica o puentes coronarios.

En estudios preliminares de isquemia transitoria, realizados en nuestro

laboratorio hemos comprobado que el FGF atenúa el daño producido por isquemia

seguida de reperfusión, a través de los canales de potasio dependientes de ATP

(116), y reduciendo las arritmias de reperfusión (131).
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También existen evidencias recientes de que el precondicionamiento está

mediado por los canales de potasio dependientes de ATP (126) y la regulación de

la enzima óxido nítrico sintetasa inducible (132).  Además se ha demostrado que

el FGF puede regular la expresión de esta enzima (133, 134, 135).   
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OBJETIVOS

Utilizando distintas técnicas histológicas, bioquímicas y funcionales, este

estudio se planteó con los siguientes objetivos:

1. Estudiar la protección ejercida por el FGF en el miocardio de rata sujeto a 20

minutos de isquemia seguido de 24 horas de reperfusión. 

2. Dilucidar el mecanismo de actuación del FGF en la cardioprotección.   
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Los animales empleados en este estudio provenían del Departamento de

Investigación del Hospital Universitario Ramón y Cajal (Madrid) y los protocolos

utilizados fueron aprobados por el Comité Ético del mismo para animales de

experimentación.  La cirugía se ajustó a las directrices de la Unión Europea para

reducir el dolor y las incomodidades en los animales de experimentación (136).

MODELO DE ISQUEMIA TRANSITORIA

Con el fin de inducir una isquemia transitoria (137), 165 ratas Sprague-

Dawley de ambos sexos entre 300 y 350 gramos (6-8 meses), fueron

anestesiadas, intraperitonealmente, con una mezcla de clorhidrato de ketamina

(Ketolar Parke-Davis) 25 mg/ml, valium (Roche) 2 mg/ml y sulfato de atropina

(Antibióticos Pharma S.A.) 0.1 mg/ml.  Los animales fueron entubados y ventilados

con aire, por medio de un ventilador artificial (Harvard Apparatus, Natick, Ma),

utilizando un volumen aproximado de 1.2 ml por cada 100 gramos de peso y una

frecuencia de 65 respiraciones por minuto.  Con la ayuda de un microscopio

quirúrgico (Zeiss), el corazón fue expuesto por medio de una toracotomía

intercostal izquierda y se efectuó una pericardiotomía.  Seguidamente  la arteria

coronaria izquierda fue ocluida con una ligadura de 7-0 (Surgilene American

Cyanamic Co. Danbury, Ct.06810) atravesando el tejido miocárdico.  Los cabos de

la ligadura fueron introducidos en un tubo de plástico de pequeño diámetro y se

cerró la cavidad torácica.  Posteriormente, se traccionó la ligadura y el tubo se

clampó exteriormente para producir la isquemia.  Después de 20 minutos se retiró
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la ligadura de la arteria coronaria y se realizó la reperfusión.

La misma cirugía fue realizada en los animales simulados, excepto la

inducción de la isquemia.

Los animales fueron devueltos al animalario con acceso libre a comida y

agua.  Después de 24 horas fueron reanestesiados y procesados para su estudio.
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TRATAMIENTO 

Se utilizó la forma recombinante humana del FGFa obtenida por ingeniería

genética (138).  El aFGF o el vehículo se administraron en los primeros segundos

de la reperfusión miocárdica (116).  Los animales tratados con FGFa recibieron

2.6 µg de proteína en 50 µl de PBS 0.1 M con heparina (Rovi) al 0.1% (139), en un

bolo único, por la vena yugular y los animales tratados con vehículo recibieron 50

µl de PBS con heparina en la misma proporción y en el mismo tiempo.

La dosis de FGFa utilizada para este estudio se eligió de acuerdo con

estudios anteriores de dosis-respuesta que inducen hipotensión (3).

Los animales pretratados con dexametasona (inhibidor específico de la

enzima óxido nítrico sintetasa inducible) (140) recibieron, intraperitonealmente, 3

mg de este corticoide por kilo de peso, antes de inducir la isquemia miocárdica.
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HISTOLOGÍA

-MICROSCOPÍA ÓPTICA-

Para el estudio histológico hemos utilizado 21 animales: 7 simulados, 7

tratados con vehículo y 7 tratados con FGFa.  Los animales fueron perfundidos,

retrógradamente, a través de la aorta abdominal con PBS 0.1 M, pH=7.2-7.4,

conteniendo heparina (Rovi) al 0.1%, hasta que fluyera, a través de la vena cava

inferior, líquido de perfusión desprovisto de sangre.  Seguidamente, los animales

fueron perfundidos con una solución de 2,3,5- clorhidrato de trifenil tetrazolio

(TTC) (Sigma) al 1% en PBS 20 mM, pH=7.4 a 37ºC.  La zona del miocardio no

infartado se tiñó de color rojo indicando la presencia de un precipitado de

formazán que se formó por la reducción del TTC por las deshidrogenasas del

tejido viable (141).  El tejido infartado presentaba un color amarillo debido al TTC

que no  reaccionó con las deshidrogenasas.

Después de 5 minutos, el corazón fue fijado con formaldehído (Quimipur)

al 4% en PBS, 0.1 M, pH=7.4 y extirpado.  El área de riesgo fue separada

cuidadosamente bajo el microscopio y se extrajeron diferentes muestras para su

postfijación, dejándolo toda la noche en el mismo fijador.  Seguidamente las

muestras fueron procesadas para microscopía óptica, deshidratando el tejido con

alcoholes e incluyéndolo en paraplast.  Finalmente, las muestras fueron

seccionadas (6 µm) en un microtomo (Leizt) y posteriormente coloreadas con
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hematoxilina-eosina y tricrómico de Masson.

La estructura del miocardio fue analizada en 8 campos de un mm2 de área

de 6 secciones diferentes de tejido, separadas cada una por 40 µm.

  Los parámetros valorados fueron los siguientes:

- Necrosis - Porcentaje de cardiomiocitos necróticos con respecto a los

observados en 6 secciones diferentes.

- Edema - La extensión y el número de zonas edematosas entre dos células

adyacentes, fue cuantificada en cada sección. 

- Capilares congestionados - Se evaluó el porcentaje de cada 100 capilares

observados por sección.

- Neutrófilos infiltrados - Número total de neutrófilos fue contado en cada

sección.

-MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA-

Se utilizaron 8 animales: 4 tratados con vehículo y 4 tratados con FGFa.

Los animales fueron perfundidos del mismo modo descrito anteriormente, con una

solución de lavado compuesta por: polivinil pirrolidona 40000 (PVP) (Sigma) 25

gr/L, NaCl (Merck) 9 gr/L, Procaina HCl (Merck) 5 gr/L y Heparina (Rovi) al 0.01%

en PBS 0.1 M, pH=7.2-7.4.  A continuación fueron perfundidos con una solución
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de fijación compuesta por: paraformaldehído (Merck) al 4%, glutarhaldehído

(Merck) al 4%, PVP (Sigma) 25 gr/L en PBS 0.1 M, pH=7.2-7.4.  Seguidamente el

corazón fue extraído y postfijado toda la noche en el mismo fijador.  El ventrículo

izquierdo isquémico y el tabique interventricular se disecaron y fueron utilizados

como control.  Posteriormente se cortó realizando bloques de 100 µm (40 bloques

por ventrículo) y se eligieron 10 bloques de cada pieza para los diferentes

estudios.

Para microscopía electrónica y cortes semifinos las piezas de tejido se

lavaron con cacodilato sódico (Merck) 0.1 M, pH=7.2 y se postfijaron con tetróxido

de ósmio (Sigma) al 1% y ferrocianuro potásico (Sigma) al 3%. Finalmente los

fragmentos tisulares se deshidrataron e incluyeron en Epon 812 (Serva) (142).

Una parte de las muestras fue utilizada para cortes semifinos de 1µm y

coloreadas con azul de toluidina (Merck) al 1%.  Otra parte fue procesada para

cortes finos de 50-60 nm (Ultramicrotomo LKB IV) y teñidas con acetato de uranilo

(Merck) al 5% y citrato de plomo (Merck) al 6%.

Para la localización del calcio en el tejido (143) los animales fueron

perfundidos con la misma solución de lavado y una solución de fijación formada

por: glutaraldehído (Merck) al 3% y oxalato potásico (Merck) 90 mM ajustando el

pH a 7.2-7.4 con hidróxido potásico (Merck) 1 N.  Una vez extraído el tejido, fue

postfijado toda la noche en el mismo fijador y  procesado del mismo modo que
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para los estudios de microscopía electrónica.  Una vez lavado con oxalato

potásico 90 mM, fue postfijado con piroantimoniato potásico (Merck) (que produce

un precipitado con el calcio libre) al 2%, ácido acético (Merck) 0.1 ml y

centrifugado a 1.000 rpm durante 10 minutos.  En esta solución mezclada con

tetróxido de ósmio (Sigma) al 2% en proporción 1:1, se incubó el tejido durante 2

horas en la oscuridad a 4ºC.  Seguidamente la muestra fue lavada con agua

desionizada a pH=10.02, deshidratándola con alcohol para su posterior inclusión

en Epon 812 (Serva).  Los bloques fueron cortados en un ultramicrotomo (LKB IV)

a 50-60 nm y  teñidos con acetato de uranilo (Merck) al 5% y citrato de plomo

(Merck) al 6%, o bien, se dejaron sin teñir.  Las muestras fueron analizadas en un

microscopio electrónico (Phillips 301).

El análisis consistió en el estudio por bloque de 5 secciones de cortes

semifinos (1 de cada 20 secciones seriadas) y 8 secciones de cortes ultrafinos (1

de cada 20 secciones seriadas).  Los parámetros valorados fueron los siguientes:

- Agrupación de la cromatina – Porcentaje de 200 células observadas por

sección.

- Edema citosólico – Porcentaje de 200 células observadas por sección.

- Capilares dañados – Porcentaje de 100 capilares observados por sección.

- Capilares con eritrocitos – Porcentaje de 100 capilares observados por

sección.

- Capilares con material floculento – Porcentaje de 100 capilares observados

por sección.
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- Edema extracelular entre dos células adyacentes – Número total de

edemas por sección.

- Células extravasadas – Número de áreas por sección en las que había

acumuladas más de 3 células extravasadas.

- Depósitos de calcio extracelular – Número de depósitos por animal en todos

los cortes ultrafinos.

- Alteraciones de la membrana basal y rotura del citoplasma -  Número de

alteraciones por animal en todos los cortes ultrafinos.

- Alteraciones del retículo sarcoplásmico – Número de alteraciones por

animal en todos los cortes ultrafinos.

- Mitocondrias con depósitos de calcio y cristales anormales – Número total

observado en todos los cortes ultrafinos.

- Estructura miofibrilar anormal – Número de estructuras anormales

observadas en 100 células seccionadas longitudinalmente en todos los cortes

ultrafinos.
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MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD CREATINA QUINASA

La actividad creatina quinasa (CK) es un índice de daño tisular en el

miocardio.  Para el estudio de esta actividad fueron utilizados 30 animales: 10

simulados, 10 tratados con vehículo y 10 tratados con FGFa.  El tejido se extrajo

del animal e inmediatamente se congeló a –70ºC para su almacenaje.

Seguidamente se descongeló y homogeneizó en frío, en un potter con 4-5 ml de

PBS 0.1 M, pH=7.3, centrifugándolo a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC (144).

Se recogió el sobrenadante, y se procedió a la medición de la actividad creatina

quinasa con el Kit CK-NAC-activated 763870 (Boehringer Mannhein). Por último

se leyó en un espectrofotómetro a 340 nm (Beckman DU-6).  Los datos fueron

expresados como UI/mg de proteína mediante el método de Bradford (145).  El

incremento de CK se obtuvo restando a los valores del ventrículo izquierdo los del

septum, y se expresó como diferencia CK.
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MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA

La enzima mieloperoxidasa (MPO) se encuentra localizada en los granos

azurófilos de los leucocitos, por lo cual es un índice de la actividad de los

neutrófilos (146).  Para el estudio de esta actividad fueron utilizados 21 animales:

7 simulados, 7 tratados con vehículo y 7 tratados con FGFa.  Los animales fueron

perfundidos retrógradamente, por aorta abdominal, con PBS 0.1 M, pH=7.2-7.4,

hasta que apareció un fluido claro a través de una incisión en la vena cava inferior

(alrededor de 2 minutos), con el fin de eliminar las células sanguíneas que podrían

interferir en la reacción. Una vez extraídos los corazones, y separados el septum

del ventrículo izquierdo, se congelaron a –70ºC.  Seguidamente se

homogeneizaron en 20 ml de buffer potásico 5mM, pH=6 a 30.000 g durante 30

minutos a 4ºC.  El pellet fue disuelto, según peso, 1/10 en bromuro de

hexadeciltrimetilamonio (HTAB) (Sigma) al 0.5% disuelto en buffer potásico 50

mM, pH=6, a 4ºC durante 2 minutos y congelado a –40ºC.  A continuación se

realizaron tres ciclos de congelación-descongelación con intervalos de sonicación

de 10 segundos a 25ºC y, fue incubado a 4ºC durante 20 minutos y centrifugado a

12.500 g durante 15 minutos a 4ºC.  Se extrajeron 0.1 ml del sobrenadante que se

mezclaron con 2.9 ml de buffer potásico 50 mM que contenía 0.167 mg/ml de

dihidrocloruro o-dianisidina (Sigma) y 0.0005% de H2O2 (Merck).  Seguidamente

se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro a 460 nm (Beckman DU-6) (146). 

 

Una unidad de MPO se definió como la cantidad de enzima que hidroliza 1
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mmol de peróxido por minuto a 25ºC y se expresó como U/g de tejido.  

El incremento de MPO se obtuvo restando a los valores del ventrículo

izquierdo los del septum y fue expresado como MPO diferencia.
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DETERMINACIÓN DE APOPTOSIS

Para la detección de células apoptóticas utilizamos la técnica del TUNEL

(Terminal Deoxynucleotidil Transferase-mediated dUTP Nick end- Labeling).

Fueron utilizados 21 animales: 7 simulados, 7 tratados con vehículo y 7 tratados

con FGFa.  Los animales fueron perfundidos y fijados retrógradamente, por aorta

abdominal con PBS 0.1 m, pH=7.2-7.4, conteniendo heparina (Rovi) al 0.1 %, de

idéntico modo al descrito anteriormente.  En base a la localización del área de

riesgo analizada por la técnica del TTC, se seleccionaron regiones del área de

riesgo que fueron postfijadas 48 horas, en el mismo fijador, a 4ºC para su posterior

inclusión en parafina, para obtener cortes transversales de 10 µm en un microtomo

(Leizt).

La técnica consistió (148) en la reacción enzimática de la terminal

transferasa sobre el ADN nuclear fragmentado, por la cual éste incorpora el

mononucleótido dUTP marcado con biotina.  Para ello el tejido fue  desparafinado

a 60ºC, durante 30 minutos, con posterior hidratación y permeabilización con

metanol-acetona 1:1, durante 10 minutos a temperatura ambiente.  La reacción

enzimática se consiguió añadiendo a cada dos cortes seriados 5 unidades de

enzima terminal transferasa (Nucleósido-trifosfato: DNA deoxinucleotidil

transferasa EC 2.7.7.31 Boehringer Mannhein) y 10 µg de biotina-dUTP (Biotina-

16-2’ deoxiuridina-5’ trifosfato Boehringer Mannhein) en un tampón Tris ClH

(Sigma) 0.25 mg/ml y cloruro de cobalto (Merck) 1 mM.  Los cortes fueron 
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incubados durante una hora a 37ºC en esta solución (*).  Posteriormente se

trataron con un tampón que interrumpe dicha reacción, consistente en citrato

sódico (Merck) 30 mM y cloruro sódico (Merck) 300 mM, pH=7.  Para detectar la

biotina unida al dUTP incorporado en los fragmentos de ADN, se utilizó el kit de

avidina-biotina-peroxidasa (Vectastain, Vector Laboratories).  El revelado de la

peroxidasa se realizó con H2O2 (Merck) al 0.009% y diaminobencidina (Sigma) al

0.05%.  Todos los cortes fueron pretratados con H2O2 al 2% en un paso previo a la

reacción enzimática, con el fin de inhibir la peroxidasa endógena del tejido.

Las células teñidas con la técnica del TUNEL se consideran dañadas en

su ADN y, por tanto son células en proceso apoptótico.  Las células apoptóticas se

reconocieron como miocitos, por la apariencia morfológica de su citoplasma (en

secciones contrateñidas con eosina), y en su distribución histológica en el

miocardio. Para la cuantificación de los miocitos TUNEL positivos con respecto al

número total de miocitos se seleccionaron secciones contratreñidas con

hematoxilina, en las que se analizaron como mínimo 20 áreas de 1 mm2 de

superficie.  La relación entre el número de miocitos TUNEL-positivos y el número

total de miocitos fue calculada y expresada como porcentaje de miocitos TUNEL-

positivos en cada grupo.

(*) Para realizar los controles de la técnica fue incubado el tejido con todos

los componentes descritos, excepto la terminal transferasa.
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MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD ÓXIDO NÍTRICO SINTASA (NOS)

La técnica de la óxido nítrico sintasa se basa en la medición del guanidil-

mono-fosfato (GMPc) liberado en la célula por la actividad de la enzima óxido

nítrico sintasa (NOS) que produce óxido nítrico (NO), activando a la enzima

guanilato ciclasa (GC).  Fueron utilizados 28 animales: 7 tratados con vehículo, 7

tratados con FGFa, 7 simulados tratados con vehículo y 7 pretratados con

dexametasona (149), con isquemia y tratados con FGFa.  El tejido extraído del

animal fue inmediatamente congelado a –70ºC  para su almacenaje.

Posteriormente se descongeló para su homogeneización a 4ºC en 3 ml de ácido

tricloro acético (TCA) (Merck) al 6%.  Seguidamente fue centrifugado a 2.000 g

durante 20 minutos a 4ºC recogiendo el sobrenadante para la medición del GMPc.

El pellet fue utilizado para la determinación de proteínas, pudiéndose almacenar a

–20ºC hasta su utilización.

Es necesario eliminar el TCA de la muestra porque puede interferir en la

detección del GMPc.  Para ello fue necesario extraerlo con éter dietílico (Panreac)

saturado de agua, 4 veces, con 4 veces el volumen de la muestra.  Fue agitado

con vortex y se separó la capa superior, que corresponde al éter con el TCA (150).

A continuación las muestras fueron liofilizadas para la determinación del GMPc por

inmunoensayo con Cyclic GMP Enzime Inmunoassay Kit (Cayman Chemical).

Para la determinación de proteínas los pellets fueron solubilizados en 1 ml
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de hidróxido sódico (NaOH) 1N (Merck) calentándolos al baño maría a 80ºC

durante una hora con agitaciones periódicas.  Seguidamente se centrifugaron a

1.000 g durante 20 minutos, el sobrenadante fue diluido 10 veces con agua

destilada.  La cantidad de proteínas en mg/ml fue determinada por el método de

Lowry (151), expresando la cantidad de GMPc como pmol/mg de proteína.
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DETECCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE LA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO

SINTASA INDUCIBLE (iNOS)  

Con el fin de detectar inmunohistológicamente la actividad óxido nítrico

sintasa fueron utilizados 6 animales: 2 tratados con vehículo, 2 tratados con FGFa

y 2 pretratados con dexametasona y, posteriormente, tratados con FGFa.   Los

animales fueron perfundidos retrógradamente, como en los estudios previamente

mencionados.  En base a la localización del área de riesgo analizada por la

técnica del TTC, se seleccionaron regiones del área de riesgo que fueron

postfijadas 48 horas, en el mismo fijador para su inclusión en parafina.  Se

realizaron cortes transversales en un microtomo (Leizt) a 10 µm, montándolos en

portas xilanizados, desparafinándolos e hidratándolos para realizar la detección de

la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en el tejido.

La técnica consistió en un primer tratamiento con H2O2 al 1% durante 5

minutos, para neutralizar la peroxidasa endógena.  Seguidamente se añadió un

anticuerpo policlonal primario anti-iNOS (mac NOS; Transduction Laboratories,

Lexington, Kentuky) con una dilución de 1/200 en buffer potásico 0.02 M, pH=7.4,

conteniendo Triton X-100 (Boehringer Mannhein) al 0.1%.  Después de 48 horas

de incubación a 4ºC, las secciones fueron tratadas con un anticuerpo secundario

biotinizado, seguido de incubación con el complejo avidina-biotina-peroxidasa

(Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories Inv).  Finalmente se reveló la

peroxidasa con diaminobencidina (DAB) (Sigma) al 0.05% y H2O2 al 0.005% y las
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secciones fueron contrastadas con hematoxilina.

Para la unión no especifica del anticuerpo primario anti-iNOS fueron

incubadas secciones paralelas con buffer sin el anticuerpo primario y luego fueron

tratadas de forma similar a las otras secciones.
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DETERMINACIÓN DE LA FUERZA DE CONTRACCIÓN

Para estudiar la fuerza de contracción fueron utilizados 32 animales: 8

simulados, 8 tratados con vehículo, 8 tratados con FGFa y 8 pretratados con

dexametasona y, posteriormente, tratados con FGFa.  Los animales fueron

sacrificados por decapitación y seguidamente el corazón fue extraído y

depositado en una placa Petri conteniendo el medio Tyrode-Burn (*),

continuamente gaseado con 95 % de O2 y 5 % CO2; pH=7.4, a 25ºC.  Se

diseccionaron dos muestras de ventrículo izquierdo, de un tamaño uniforme,

uniéndolas mediante un hilo al transductor de fuerza.  Las muestras de ventrículo

fueron suspendidas verticalmente en un baño de 8 ml en la solución Tyrode-Burn

gaseada con 95 % de O2 y 5 % de CO2; pH=7.4, a 34ºC.  La tensión en reposo fue

ajustada a 1 gr antes de comenzar el experimento y  las muestras fueron

estabilizadas durante 1 hora.  La fuerza de contracción fue detectada con un

transductor (Grass FT 03, Warwick RI) y registrada en un programa digital

(MacLab 8 AD Instruments Castle Hill, NSWQ 2154, Australia), con un ordenador

Macintosh (Apple computer, Cupertino, CA).  La fuerza de contracción fue medida

en gramos.

Los electrodos de registro fueron introducidos en la capa muscular y el

electrodo de estimulación fue situado junto al electrodo de registro, apoyado sobre

el ventrículo, sin penetrar en la masa muscular y conectado al estimulador

(Stimulator CS-9, Cibertec).  La estimulación eléctrica se realizó con pulsos
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rectangulares de 5 milisegundos (ms) de duración a una frecuencia de 1 Hertzio

(Hz), 100 miliamperios (mA) durante 1 minuto.  

    

(*) El medio Tyrode-Burn está compuesto de: ClNa 149 mM, ClK 2.7 mM,

Cl2Ca. 2 H2O 3.6 mM, SO4Mg. 7 H2O 0.2 mM, P O4H2K 0.4 mM, CO3HNa 11.9 mM

y glucosa 5 mM.
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ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

Todos los datos se presentan como la media ±SEM.  La significación

estadística fue determinada con un análisis de varianza (ANOVA) por medio de un

test de Student no pareado considerándose los valores de p<0.05 como

estadísticamente significativos.
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Los resultados obtenidos después de 20 minutos de isquemia y 24 horas

de reperfusión fueron bastante significativos en todos los estudios realizados.

 

-HISTOLOGÍA

-MICROSCOPÍA OPTICA

Las observaciones histológicas de los animales simulados no presentaban

infiltración leucocitaria apareciendo algún leucocito en el espacio vascular pero no

adherido al endotelio.  Los miocitos, en estos animales, aparecían normales con

las bandas típicas del músculo estriado cardiaco.  

Las preparaciones de los animales tratados con vehículo presentaban una

gran infiltración de neutrófilos en el área de riesgo, a todo lo largo del ventrículo.

Se observó necrosis de las células miocárdicas y un gran edema, apareciendo,

también, eritrocitos extravasados y capilares congestionados (figuras 1, 2 y 3).

Con la técnica del tricrómico de Masson, los miocitos no viables presentan un

citoplasma de color azul verdoso, con necrosis y roturas celulares.  En los

animales tratados con 2.6 µg de FGFa se observó una gran reducción de los

leucocitos de las áreas necróticas en el ventrículo (figuras 4, 5 y 6). Con la técnica

del tricrómico de Masson, los miocitos tienen una apariencia normal con un color
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rosa intenso.

En la tabla siguiente se describen las alteraciones observadas en todos

los parámetros estudiados en las distintas secciones, siendo las diferencias  muy

significativas entre los distintos grupos de animales.

Alteraciones miocárdicas                           Ratas IM/R

                                            Tratados 2.6 µg FGFa       Vehículo 

   Necrosis                 4.6 ± 1.4                       39.6 ± 3.2 **** 

  Edema                 3.6 ± 1.5                       27.0 ± 4.1 ***

  Capilares congestionados               1.7 ± 1.3                       25.9 ± 4.3 ***

  Neutrófilos infiltrados               12.7 ± 3.8                      133.0 ± 28.0 **

** p<0.01;  *** p<0.001;  **** p<0.0001

La estructura del miocardio fue analizada en 8 campos de un mm2 de área

de 6 secciones diferentes de tejido, separadas cada una por 40 µm.  Los

parámetros valorados fueron los siguientes:

- Necrosis - Porcentaje de cardiomiocitos necróticos con respecto a los

observados en 6 secciones diferentes.

- Edema - La extensión y el número de zonas edematosas entre dos células

adyacentes, fue cuantificada en cada sección. 
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- Capilares congestionados - Se evaluó el porcentaje de cada 100 capilares

observados por sección.

- Neutrófilos infiltrados - Número total de neutrófilos fue contado en cada

sección.
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Figura 1

Figura 2

Figura 3
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Figura 1:  Fotografía de microscopía óptica (x80) de todo el espesor del ventrículo

izquierdo de rata sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión,

tratada con vehículo (PBS con heparina al 0.001 %) y teñido con tricrómico de

Masson.  Se observan las células dañadas por la isquemia, en color verde.  Las

células teñidas de rosa son viables.

Figura 2:  Fotografía de microscopía óptica (x160) del ventrículo izquierdo de rata

sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión, tratada con

vehículo (PBS con heparina al 0.001 %) y teñida con tricrómico de Masson.  Se

observan las células necróticas, gran infiltración leucocitaria y un gran edema en el

tejido.  Las células teñidas de rosa son las células viables.

Figura 3:  Fotografía de microscopía óptica (x800) del ventrículo izquierdo de rata

sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión, tratada con

vehículo (PBS con heparina al 0.001 %) y teñida con hematoxilina-eosina.  Se

observa una necrosis muy clara con edema intracelular, contracción de las

miofibrillas y pérdida nuclear de las células miocárdicas (punta de flecha).  Hay

una clara infiltración de neutrófilos (flecha), eritrocitos atrapados y edema.
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Figura 4

Figura 5

Figura 6
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Figura 4: Fotografía de microscopía óptica (x80) del ventrículo izquierdo de rata

sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión, tratada con 2.6 µg

de FGFa y teñida con Tricrómico de Masson.  Se observan algunas zonas teñidas

de verde que serían las células dañadas pero los miocitos, en general, están

preservados y tienen una apariencia normal.

Figura 5: Fotografía de microscopía óptica (x160) del ventrículo izquierdo de rata

sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión, tratada con 2.6 µg

de FGFa y teñida con tricrómico de Masson.  No se observa extravasación de

neutrófilos y la mayoría de las células miocárdicas están, aparentemente

normales.

Figura 6: Fotografía de microscopía óptica (x800) del ventrículo izquierdo de rata

sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión, tratada con 2.6 µg

de FGFa y teñida con hematoxilina-eosina.  Se observan células miocárdicas

normales, con las estriaciones típicas y los núcleos están bien preservados.  Hay

escasa infiltración leucocitaria y ausencia de edema.
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-MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

Al microscopio electrónico no se observaron, prácticamente, alteraciones en

los animales tratados con 2.6 µg de FGFa (figura 7).  Sin embargo, en los

animales tratados con vehículo las alteraciones en los miocitos fueron muy

evidentes, incluyendo: edema citosólico, contracción de las bandas (con una

evidente banda H y una banda I difusa) y rotura de miofibrillas.  También se

observaron depósitos de calcio (figura 8) y edema entre las miofibrillas.  Los

capilares presentan alteraciones.

 

La siguiente tabla presenta las alteraciones detectadas y las diferencias

entre los animales tratados con FGFa y los tratados con vehículo, observándose

en todos los casos diferencias altamente significativas.

 Alteraciones miocárdicas                                           Ratas IM/R
                                                     Tratados 2.6 µg FGFa                    Vehículo

Agrupación de la cromatina                                  34.3 ± 3.5          1.8 ± 1.1****

Edema citosólico                36.8 ± 3.9 4.1 ± 1.3 *** 

Capilares dañados                63.1 ± 5.3           5.2 ± 2.6 ****

Capilares con eritrocitos                24.9 ± 4.4           1.8 ± 1.3 ****

Capilares con material floculento               47.2 ± 4.2          5.4 ± 1.8 **

Edema entre dos células adyacentes               28.0 ± 4.2          3.3 ± 1.8 **
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Células extravasadas                12.4 ± 3.1           1.6 ± 1.2 *

Depósitos de calcio extracelular                65.4 ± 4.3           5.3 ± 1.6 ****

Alteraciones de la membrana basal                       240.0 ± 9.0         4.3 ± 1.9 ****

y rotura del citoplasma

Alteraciones del retículo sarcoplásmico                720.0 ± 17  105 ± 13 ****

Mitocondrias con depósitos de calcio                       355     5         ****

y cristales anormales

Estructura miofibrilar anormal                    65                  16         ****

* p<0.05;  ** p<0.01;  *** p<0.001;  **** p<0.0001

El análisis consistió en el estudio por bloque de 5 secciones de cortes

semifinos (1 de cada 20 secciones seriadas) y 8 secciones de cortes ultrafinos (1

de cada 20 secciones seriadas).  Los parámetros valorados fueron los siguientes:

- Agrupación de la cromatina – Porcentaje de 200 células observadas por

sección.

- Edema citosólico – Porcentaje de 200 células observadas por sección.

- Capilares dañados – Porcentaje de 100 capilares observados por sección.

- Capilares con eritrocitos – Porcentaje de 100 capilares observados por

sección.

- Capilares con material floculento – Porcentaje de 100 capilares observados

por sección.

- Edema extracelular entre dos células adyacentes – Número total de
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edemas por sección.

- Células extravasadas – Número de áreas por sección en las que había

acumuladas más de 3 células extravasadas.

- Depósitos de calcio extracelular – Número de depósitos por animal en todos

los cortes ultrafinos.

- Alteraciones de la membrana basal y rotura del citoplasma -  Número de

alteraciones por animal en todos los cortes ultrafinos.

- Alteraciones del retículo sarcoplásmico – Número de alteraciones por

animal en todos los cortes ultrafinos.

- Mitocondrias con depósitos de calcio y cristales anormales – Número total

observado en todos los cortes ultrafinos.

- Estructura miofibrilar anormal – Número de estructuras anormales

observadas en 100 células seccionadas longitudinalmente en todos los cortes

ultrafinos.
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Figura 7

Figura 8
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Figura 7: Fotografía de microscopía electrónica (x98000) de una pieza del

ventrículo izquierdo de rata sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de

reperfusión, tratada con 2.6 µg de FGFa y teñida con la técnica del piroantimoniato

para ver los depósitos de calcio.  No se observan alteraciones en la célula

miocárdica, ni en las mitocondrias. I: banda I, Z: banda Z, g: gránulos de

glucógeno, m: mitocondria. Las flechas indican gránulos de la matriz mitocondrial.

Figura 8: Fotografía de microscopía electrónica (x98000) de una pieza del

ventrículo izquierdo de rata sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de

reperfusión, tratada con vehículo (PBS con heparina al 0.01 %) y teñida con la

técnica del piroantimoniato para ver los depósitos de calcio.  Se observan

alteraciones en las células miocárdicas con una línea Z contraida, edema entre las

miofibrillas y depósitos de calcio que, también, se encuentran en la matriz

mitocondrial.  Z: línea Z, m: mitocondria.  La flecha indica los depósitos de calcio.



73

-ACTIVIDAD CREATINA QUINASA (CK)

Los niveles de actividad CK medidos en los corazones presentaron

diferencias muy significativas (Gráfica 1).  En los animales que no recibieron

tratamiento los niveles fueron de –0.733 ± 0.046 UA/mg de proteína, mientras que

en los animales simulados fueron de 0.32 ± 0.028 UA/mg de proteína, teniendo

pues, un nivel de significación de p<0.001.

Se observaron unas diferencias muy claras entre los animales tratados

con FGFa con 0.75 ± 0.036 UA/mg de proteína y los animales sin tratamiento con

–0.733 ± 0.046 UA/mg de proteína. 

Gráfica 1                                                        
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Gráfica 1: Diagrama de barras representando la cantidad de la enzima creatina

quinasa, calculada restando el valor en el ventrículo izquierdo el valor en el

tabique interventricular, en unidades de absorbancia por mg de proteína, en 30

ratas (10 para cada grupo experimental) sometidas a 20 minutos de isquemia y 24

horas de reperfusión.  Los valores del contenido enzimático en los distintos grupos

fueron: 0.32±0.028 UA/mg de proteína en los animales simulados (sometidos a la

misma manipulación quirúrgica que los demás grupos experimentales, pero sin

inducir la isquemia) (barra azul); -0.733±0.046 UA/mg de proteína en los animales

tratados con vehículo (barra roja); 0.75±0.036 UA/mg de proteína en los animales

tratados con 2.6 µg de FGFa (barra amarilla).  Se observaron diferencias muy

significativas (p<0.001) entre los animales simulados y los tratados con vehículo y

entre estos y los animales tratados con FGFa.   
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-ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA (MPO)

Los valores de la actividad MPO en el miocardio de los animales

simulados (Gráfica 2) fueron de –0.092 ± 0.04 UA/g de tejido y aumentó

significativamente en los animales tratados con vehículo hasta 0.237 ± 0.03 UA/g

de tejido, con un nivel de significación de p<0.0001.  Sin embargo, en los animales

tratados con FGFa los valores fueron muy parecidos a los animales simulados (-

0.069 ± 0.04 UA/g de tejido) y muy diferentes significativamente de los animales

tratados con vehículo (p<0.001).

Gráfica 2
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Gráfica 2: Diagrama de barras representando el incremento de la enzima

mieloperoxidasa calculada restando al valor en el ventrículo izquierdo el valor en el

tabique interventricular, en unidades de absorbancia por gramo de tejido, en 21

ratas (7 para cada grupo experimental) sometidas a 20 minutos de isquemia y 24

horas de reperfusión.  Los valores de actividad enzimática en los distintos grupos

fueron: -0.092±0.04 UA/g de tejido en los animales simulados (sometidos a la

misma manipulación quirúrgica que los demás grupos experimentales, pero sin

inducir la isquemia) (barra azul); 0.237±0.03 UA/g de tejido en los animales

tratados con vehículo (barra roja); -0.069±0.04 UA/g de tejido en los animales

tratados con 2.6 µg de FGFa (barra amarilla).  Se observaron diferencias muy

significativas con una p< 0.0001 entre los animales simulados y los tratados con

vehículo y con una p<0.001 entre los animales tratados con FGFa y los animales

tratados con vehículo.



77

-APOPTOSIS

El análisis y la distribución de la tinción de d-UTP-biotina mostró que los

cardiomiocitos son el principal tipo celular que sufre un proceso apoptótico.  Sin

embargo, algunos leucocitos infiltrados y células endoteliales, también mostraron

tinción positiva.   Los resultados de la técnica del TUNEL fueron muy significativos

(Gráfica 3), ya que en las áreas de riesgo del miocardio sometido a isquemia y

reperfusión vimos que el porcentaje de miocitos apoptóticos en los animales

tratados con vehículo (Figura 9) alcanza un 69.1 ± 0.98 % frente a 21.89 ± 0.67 %

en los animales tratados con FGFa (p<0.001) (Figura 10).  Por lo tanto, se observó

una significativa reducción de los miocitos apoptóticos en los animales tratados

con FGFa.

Gráfica 3
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Gráfica 3: Diagrama de barras representando el porcentaje de miocitos

apoptóticos en 14 ratas (7 de cada grupo experimental) sometidas a 20 minutos de

isquemia y 24 horas de reperfusión.  Los porcentajes de miocitos apoptóticos en

los distintos grupos fueron: 69.1±0.98 % de miocitos apoptóticos en los animales

tratados con vehículo (barra roja); 21.89±0.67 % de miocitos apoptóticos en los

animales tratados con 2.6 µg de FGFa (barra amarilla).  Las diferencias son muy

significativas entre ellos, ya que tienen una p<0.001.  Los animales simulados no

están representados porque no presentaban apoptosis.
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Figura 9

Figura 10
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Figura 9: Fotografía de microscopía óptica (x1030) del ventrículo izquierdo de rata

sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión, tratada con

vehículo (PBS con heparina al 0.001 %) en la que se ha realizado la técnica del

TUNEL para ver células apoptóticas.  Se observa un gran número de miocitos

apoptóticos.  La flecha señala un núcleo apoptótico.

Figura 10: Fotografía de microscopía óptica (x1030) del ventrículo izquierdo de

rata sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión, tratada con 2.6

µg de FGFa en la que se ha realizado la técnica del TUNEL para ver células

apoptóticas.  Se observan pocos núcleos apoptóticos en el área similar a la

representada en la figura 9.
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-ACTIVIDAD ÓXIDO NÍTRICO SINTASA (NOS)

Para valorar si el FGFa activa a la enzima óxido nítrico sintasa en nuestro

modelo experimental, valoramos los niveles de GMPc en el tejido, ya que es un

segundo mensajero en el efecto de esta enzima.  Los niveles de GMPc en el

miocardio de los animales simulados (Gráfica 4) fueron de 0.102 ± 0.008 pmol/mg

de proteína no son significativamente diferentes de los niveles de los animales

tratados con vehículo con 0.109 ± 0.02 pmol/mg de proteína.  Sin embargo, fueron

significativamente diferentes de los tratados con FGFa, 0.388 ± 0.002 pmol/mg de

proteína, con un nivel de significación de p<0.001.

Gráfica 4
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Estos resultados indican que la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) es

estimulada por el FGFa.  Para intentar dilucidar que tipo de isoforma de óxido

nítrico sintasa era estimulada por FGF, varios animales fueron pretratados con 3

mg/kg de dexametasona (inhibidor  específico de la enzima óxido nítrico sintasa

inducible).  Los resultados de los niveles de GMPc en los animales pretratados

con dexametasona fueron de 0.151 ± 0.02 pmol/mg de proteína y no diferían

significativamente de los animales simulados, ni de los animales isquémicos

tratados con vehículo.  Sin embargo, sí diferían significativamente de los animales

tratados con FGFa con una p<0.001, lo que nos sugiere que la enzima estimulada

por FGFa  es la óxido nítrico sintasa inducible.
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Gráfica 4:  Diagrama de barras representando la cantidad de GMPc, en pmol/mg

de proteína, que contienen los miocitos como índice de actividad de la enzima

óxido nítrico sintasa (NOS).  Se utilizaron 28 animales (7 para cada grupo

experimental) que se sometieron a 20 minutos de isquemia y 24 horas de

reperfusión.  Los valores de GMPc en los distintos grupos fueron de: 0.102±0.008

pmol/mg de proteína en los animales simulados (sometidos a la misma

manipulación quirúrgica que los demás grupos experimentales, pero sin inducirles

la isquemia) (barra azul); 0.109±0.02 pmol/mg de proteína en los animales

tratados con vehículo (barra roja); 0.388±0.002 pmol/mg de proteína en los

animales tratados con 2.6 µg de FGFa (barra amarilla); 0.151±0.02 pmol/mg de

proteína en los animales pretratados con dexametasona (inhibidor de la iNOS) y

tratados con 2.6 µg de FGFa (barra gris).  Se observan diferencias muy

significativas entre los animales tratados con FGFa y todos los demás con una

p<0.001.
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DETECCIÓN INMUNOHISTOQUÍMICA DE LA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO

SINTASA INDUCIBLE (iNOS)

Las observaciones histoquímicas indicaron un aumento en la expresión de

la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) en los animales tratados con 2.6µg

de FGFa, en comparación con los animales tratados con vehículo.  Los

cardiomiocitos de los corazones sometidos a isquemia-reperfusión y tratados con

FGFa presentan tinción positiva para iNOS en, prácticamente, todas las células

viables del área de riesgo (figura 11).  Los miocardios de animales simulados y

tratados con vehículo (figura 12) no mostraron inmunotinción en los cardiomiocitos

del área de riesgo.  Los macrófagos en el área infartada mostraron inmunotinción

intensa.  Las secciones de miocardio de los animales pretratados con

dexametasona no presentan tinción inmunohistoquímica de iNOS y fueron

similares a las de los animales simulados (figura 13).
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Figura 11

Figura 12

Figura 13
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Figura 11: Fotografía de microscopía óptica (x1030) del área de riesgo de

ventrículo izquierdo de rata sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de

reperfusión, tratada con 2.6 µg de FGFa, mostrando la identificación

inmunohistoquímica de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS).  Se

observa una tinción muy marcada en el citoplasma de la mayoría de los

cadiomiocitos de estos animales.

Figura 12: Fotografía de microscopía óptica (x1030) del área de riesgo de

ventrículo izquierdo de rata sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de

reperfusión, tratada con vehículo, procesada para la inmunodetección de la

enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS).  Se observa una tinción muy leve en

el citoplasma de los cardiomiocitos de estos animales.

Figura 13: Fotografía de microscopía óptica (x1030) del área de riesgo de

ventrículo izquierdo de rata pretratada con 3 mg/kg de dexametasona (inhibidor de

la iNOS), sometida a 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión y tratada

con 2.6 µg de FGFa.  En estos animales, también se observa una muy baja

expresión de la iNOS.
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FUERZA DE CONTRACCIÓN

Los resultados de los estudios de la fuerza de contracción fueron altamente

significativos (Gráfica 5), ya que los animales simulados presentaron una fuerza

de 1.25±0.2 g, frente a los 0.298±0.06 g de los animales tratados con vehículo,

con un nivel de significación de p<0.01. Sin embargo, en los animales tratados con

FGFa la fuerza de contracción se incrementó dos veces con respecto a los

tratados con vehículo (0.664±0.05 vs 0.298±0.06, p<0.05), aunque este valor

representó la mitad del valor registrado en los animales simulados.

Gráfica 5
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Por otra parte, los animales pretratados con dexametasona presentaron una

fuerza de contracción similar a los tratados con vehículo (0.342±0.08 vs

0.298±0.06).  Esta aparente inhibición por la dexametasona del efecto protector

del FGFa sobre la fuerza de contracción indica, también, una implicación de la

iNOS en el mecanismo de protección del miocardio por el FGF.
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Gráfica 5: Diagrama de barras representando la fuerza de contracción de los

ventrículos de los distintos grupos experimentales valorada en ensayos "in vitro".

Se utilizaron 32 animales (8 para cada grupo experimental) que se sometieron a

20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión.  Los valores de fuerza (en

gramos) de los distintos grupos fueron: 1.25±0.2 gramos en los animales

simulados (sometidos a la misma manipulación quirúrgica que los demás grupos

experimentales, pero sin inducirles la isquemia) (barra azul);  0.298±0.06 gramos

en los animales tratados con vehículo (barra roja); 0.664±0.05 gramos en los

animales tratados con 2.6 µg de FGFa (barra amarilla); 0.342±0.08 gramos en los

animales pretratados con 3 mg/kg de dexametasona y tratados con 2.6 µg de

FGFa (barra gris).  Las diferencias significativas fueron entre los animales

simulados y los tratados con vehículo con una p<0.01 y entre los animales

tratados con FGFa y los tratados con vehículo con una p<0.05.
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Los resultados de nuestros experimentos demuestran que, en este modelo

experimental, el FGFa reduce drásticamente el daño producido en el miocárdio

después de 20 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusión.  Esta protección es

comparable, en intensidad y duración, a la que se obtiene en el miocardio con el

precondicionamiento isquémico (125).

El precondicionamiento se consigue sometiendo al corazón a breves

periodos de isquemia y reperfusión que aumentan la resistencia del miocardio a un

periodo isquémico prolongado posterior (123).  El precondicionamiento consta de

dos fases distintas: la fase temprana que es muy corta (2-3 horas), seguida de una

fase tardía que empieza entre 12 y 24 horas y se mantiene hasta, al menos 72

horas (123, 124).  La fase temprana del precondicionamiento da lugar a una

respuesta inmediata debida a la activación de la proteína G asociada a los

receptores de membrana de la célula.  La fase tardía del precondicionamiento

requiere síntesis de nuevas proteínas e implica la generación de óxido nítrico y la

subsecuente activación de la proteína quinasa C y las proteínas tirosina quinasa.

Nuestros resultados serían compatibles con los de otros autores que, utilizando

una infusión intramiocárdica de FGF, mimifican el efecto de la fase tardía del

precondicionamiento isquémico (125).

Varios investigadores han demostrado que el FGF, administrado

intracoronariamente o intrapericardialmente, en el corazón de perros y cerdos con

isquemia, estimula la angiogénesis provocando una mejora de la función cardiaca
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y una disminución del tamaño del infarto (85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93).

En nuestro trabajo, el tiempo transcurrido entre el periodo de isquemia y el

procesamiento del corazón para los distintos experimentos es de 24 horas, tiempo

claramente insuficiente para producir angiogénesis o regeneración del miocardio.

Además, en estudios anteriores en nuestro laboratorio, con una forma truncada del

FGFa, llamada no-mitogénica porque no estimula la mitosis en fibroblastos, hemos

comprobado la protección del miocárdio en un modelo experimental similar al de

este trabajo (115, 116).  Otros autores indican que el FGF podría proteger contra

el daño en la isquemia miocárdica en un estadío temprano, ya que los corazones

tratados con FGF tienen menos lesión inmediatamente después de la isquemia y

la reperfusión (117, 118).  Estos datos, junto con los de nuestro laboratorio,

confirmarían que los efectos del FGF en el miocardio dañado deben ser

considerados, en este modelo experimental, como protectores y no como

angiogénicos o regeneradores. 

Para que el FGF ejerza su efecto cardioprotector, demostrado en este

trabajo, es necesario que tenga acceso a las regiones isquémicas en el momento

del inicio de la reperfusión, como hemos comprobado en estudios previos (116).

Puesto que la vida media de este factor en la sangre es muy corta (menos de 60

segundos, cuando es inyectada con heparina) (152) su administración

intravascular debe coincidir con el inicio de la reperfusión.  Por otro lado hemos

añadido heparina (0.1 % de concentración final) a la solución de FGF utilizada
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para el tratamiento, debido a la fuerte afinidad de los FGFs por la heparina y el

heparan sulfato (2, 4, 153).

Se ha demostrado que la unión del FGF a heparina o heparán sulfato es

imprescindible para que reconozca al receptor tirosina quinasa específico de la

superficie celular que es el responsable de la transducción de la señal (154, 155,

156).  Por ejemplo, en el caso del efecto mitogénico del FGF, la unión a heparina

es absolutamente imprescindible para que tenga actividad (24).  También se ha

demostrado que la inyección intravenosa de heparina puede proteger del daño

producido por el infarto agudo de miocardio (157, 158); sin embargo la cantidad de

glicosaminoglicano requerida para que esta proteccción sea efectiva preservando

el miocardio es muy alta (11.000 UI por perro) comparada con la de nuestros

experimentos que es 2 UI/Kg.  Por lo tanto creemos que la heparina, a estas dosis,

no tiene ningún efecto protector sobre el miocardio infartado porque, además

algunos autores demuestran que la heparina a altas dosis no tiene efecto para

reducir el tamaño del infarto en perros sujetos a 90 minutos de isquemia seguidos

de 6 horas de reperfusión (159).  Por otra parte, en estudios anteriores, realizados

en nuestro laboratorio, comprobamos que la administración del vehículo con o sin

heparina no tiene efectos ni en la vasodilatación (2) ni en la protección del

miocardio infartado (115, 116).

Uno de los posibles mecanismos de cardioprotección del FGF se basa en

su capacidad de abrir los canales de potasio dependientes de ATP (K+
ATP).  Desde
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1983 (160) en que se descubrieron estos canales en los miocitos de cerdos, se

hipotetizó que estos canales participaban en la actividad eléctrica de la membrana

y en el metabolismo del miocardio.  Más tarde se ha demostrado que varios

compuestos que abren los canales de potasio dependientes de ATP (K+
ATP) tienen

un efecto beneficioso en el miocardio en numerosos modelos de isquemia (161).

Experimentalmente se puede bloquear el efecto cardioprotector de los canales de

potasio dependientes de ATP (K+
ATP) con inhibidores de estos canales como la

glibenclamida (3, 162, 163, 164).

La salida de potasio fuera de la célula origina la hiperpolarización de la

membrana.  La apertura de los canales de potasio, al producir la hiperpolarización

de la membrana previenen de la entrada de calcio a través de los canales de

calcio tipo L y de la bomba de intercambio sodio-calcio e inhiben la liberación del

calcio unido a membrana (165, 166, 167, 168).  No sólo los canales de potasio

dependientes de ATP (K+
ATP) de la membrana citoplásmica ejercen un efecto

cardioprotector sino también, al parecer, los de la mitocondria y los del retículo

sarcoplásmico (169).
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HIPERPOLARIZACIÓN DE LA MEMBRANA PRODUCIDA POR LOS
CANALES DE KATP

Nosotros hemos demostrado, con microscopía electrónica y la técnica del

piroantimoniato, que el FGF disminuye significativamente los depósitos de calcio

en los cardiomiocitos sometidos a isquemia-reperfusión, tanto en las mitocondrias

como en el espacio intracelular.  Esta disminución del calcio  podría ser debida al

efecto del FGF sobre los canales de potasio dependientes de ATP (K+
ATP), que

provocan la despolarización de la membrana previniendo la entrada de calcio.

Entre otros mecanismos relacionados con la degeneración de los cardiomiocitos

podría estar implicado el aumento de calcio intracelular que sigue a la reperfusión

(como, por ejemplo la acumulación de calcio en la mitocondria), éste aumento

podría activar endonucleasas que romperían el ADN provocando la apoptosis

celular (170).  Por tanto si, como indican nuestros resultados, el FGF tiene una
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función en la homeostasis del calcio en los miocitos del corazón isquémico y

reperfundido podría, prevenir la apoptosis en estas células.

Apoptosis y necrosis son dos mecanismos distintos de muerte celular. La

necrosis se caracteriza por la pérdida de la integridad de la membrana, la

digestión tardía del ADN y la lisis celular.  La apoptosis ocurre sin rotura de la

membrana y se caracteriza por la condensación de la cromatina y la contracción

celular con preservación de orgánulos celulares.  La secuencia de acontecimientos

que ocurren durante la apoptosis requiere energía y sigue un programa

determinado internamente que implica la activación de endonucleasas.  Estas

últimas degradan el ADN de los cromosomas en fragmentos oligosomales que son

múltiplos de 180-200 pares de bases, y forman las  bandas de ADN características

en la electroforesis en gel de agarosa.  Además, el programa implica la expresión

de múltiples genes que promueven o aumentan la muerte celular y la expresión de

genes para proteasas implicados en la destrucción celular (171).  Los miocitos

cardiacos apoptóticos se distinguen por sus estriaciones características, su

inmunoreactividad para la actina muscular y la aparición de miocitos intactos con

núcleo hipercromático o fragmentado (172).    

Tanto la necrosis como la apoptosis ocurren durante la isquemia (172) y

estudios previos demuestran que la reperfusión dispara o acelera la apoptosis

(173, 174), ya que la fragmentación del ADN es significativamente mayor después

de la isquemia seguida de reperfusión que después de la isquemia sin reperfusión. 
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En este estudio demostramos con la técnica del TUNEL una reducción drástica de

los miocitos apoptóticos en los animales tratados con FGF que podría deberse a la

inhibición de la entrada de calcio, como señalamos anteriormente.

Diversos estudios han demostrado, en distintos tipos celulares, que la

deprivación de FGF de células sensibles a este factor provoca su apoptosis.

Este mecanismo autocrino de actuación de FGF es indispensable para mantener

la supervivencia celular (175, 176).  Además, se ha demostrado que la apoptosis

producida por la deprivación de FGF es prevenida por la oncoproteína Bcl-2 (177)

y, que el FGF retrasa la apoptosis aumentando la expresión de Bcl-2 (178, 179),

sugiriendo una posible implicación de la interacción FGF-Bcl-2 en la prevención de

la apoptosis.  Por ejemplo, en células NIH 3T3, si se aumenta el mecanismo de

expresión del FGF, aumenta la supervivencia celular y se elevan los niveles

celulares de Bcl-2 (180).  También, se ha demostrado en cultivos de células

endoteliales, que la adición de FGF inhibe la apoptosis por dos tipos de

mecanismos: uno dependiente de Bcl-2, induciendo su síntesis y otro mecanismo

independiente (179).  De forma análoga al papel antiapotótico ejercido por el FGF

sobre el corazón isquémico y reperfundido, estudios recientes demuestran que el

precondicionamiento isquémico, también reduce la apoptosis (181), así como la

acumulación de neutrófilos (182) por mecanismos todavía no aclarados.

 El daño producido en el miocardio infartado se acompaña siempre de
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inflamación (183, 184).  En esta respuesta inflamatoria se acumulan los neutrófilos

en el miocardio isquémico participando activamente en el daño producido por la

isquemia y la reperfusión.  En nuestros experimentos observamos en los

corazones sometidos a isquemia y reperfusión tratados con vehículo, un gran

acúmulo de neutrófilos asociado a un importante índice de necrosis en los

miocitos.   

Los neutrófilos contienen un gran armamento citotóxico y pueden destruir

el tejido actuando sinergísticamente con sus gránulos de exocitósis y la

generación de radicales libres de oxígeno (185, 186).  Estos radicales libres tienen

varias vías de generación: se produce la activación de la NADPH oxidasa

asociada a la membrana del neutrófilo debido a la entrada brusca de oxígeno y la

generación del anión superóxido (O2
-).  Este anión superóxido dismuta a agua

oxigenada (H2O2) por la enzima superóxido dismutasa (SOD), el cual a través de

la reacción de Haber-Weis, interacciona con los aniones peróxido para formar

radicales hidroxilo (OH-) altamente reactivos.
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La mayor parte del estímulo del neutrófilo causa la liberación de los

gránulos azurófilos que contienen la enzima mieloperoxidasa (MPO).  Ésta toma el

agua oxigenada (H2O2) catalizando la reacción con cloro para formar ácido

hipocloroso (OHCl).  Este ácido es un potente oxidante y es el primer responsable

de la toxicidad provocada por los neutrófilos (185, 186).  Por lo tanto, la enzima

MPO es un marcador importante para cuantificar los neutrófilos en el tejido y es un

índice de daño tisular.  Es por esto por lo que en nuestros experimentos hemos

analizado esta enzima, comprobando que con el tratamiento con FGF se reduce

drásticamente la cantidad de MPO en el miocardio infartado, evitando los daños

que produce la acción de esta enzima.
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Los neutrófilos, además, producen una vasoconstricción por la inactivación

del óxido nítrico endotelial debido al anión superóxido que producen (187, 188).

Los oxidantes derivados de los neutrófilos pueden causar depresión en el

transporte de calcio del retículo sarcoplásmico de los miocitos (189) y, en células

endoteliales, promueven la liberación de metabolitos proinflamatorios

dependientes del ácido araquidónico (190). También, estos radicales libres de

oxígeno pueden oxidar a las LDL y multiplicar las propiedades proaterogénicas de

los neutrófilos (191).  En nuestros experimentos hemos observado que el FGF,

además de reducir la infiltración de neutrófilos en el tejido miocárdico, activa la

expresión de la enzima iNOS, que produciría un aumento de óxido nítrico. Ambos

fenómenos actúan protegiendo de, al menos en parte, los efectos nocivos

producidos por los radicales libres, promoviendo la vasodilatación, aumentando el

transporte de calcio, evitando la liberación de metabolitos proinflamatorios y la

oxidación de las LDL.  

La degranulación de los neutrófilos libera enzimas proteolíticas como la

elastasa (187) que, actuando sinergísticamente con los radicales libres (como el

ácido hipocloroso producido por la MPO), puede inactivar a las potentes

antiproteinasas presentes en el plasma y el fluido extracelular (185, 192).

Además, los radicales libres generados por los neutrófilos pueden promover la

activación de metaloproteinasas latentes como la colagenasa y la gelatinasa (185,

193).  La elastasa puede aumentar el deterioro celular por citolísis (194, 195). 



103

Además, la migración de los neutrófilos a través del endotelio vascular puede ser

dependiente de elastasa (196).  La fragmentación de las moléculas de la matriz

intersticial por colagenasa y elastasa puede generar fragmentos peptídicos que

son quimiotácticos para los monocitos (197) provocando un posible aumento de la

inflamación en el miocardio isquémico.  Como hemos observado en nuestros

experimentos, el tratamiento con FGF reduce drásticamente todos estos efectos

nocivos sobre el miocardio sometido a isquemia y reperfusión, ya que este factor

inhibe o previene la infiltración leucocitaria.

La extravasación de los neutrófilos se produce, al menos, en tres etapas

secuenciales (198): 

1. Rodamiento inicial del neutrófilo a lo largo del endotelio.

2. Activación del neutrófilo, fortalecimiento de la adhesión y finalización del

rodamiento.

3. Migración transendotelial.
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EXTRAVASACIÓN DEL NEUTRÓFILO

La infiltración de neutrófilos en el tejido lesionado es un proceso complejo

mediado por diversas moléculas.

El rodamiento de los neutrófilos está mediado por moléculas de adhesión

de la familia de las selectinas: E-selectinas, L-selectinas y P-selectinas (199).  Las

selectinas inician el rodamiento y la unión de los neutrófilos circulantes a la

superficie endotelial y facilitan la exposición a varios activadores de neutrófilos

como: PAF (factor activador de plaquetas) (200, 201) y IL-8 (interleuquina 8) (202,
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203).

La unión firme de los neutrófilos a la célula endotelial y la migración

transendotelial están mediadas por las integrinas β2 (198, 204).  Las integrinas se

unen a receptores tipo inmunoglobulinas presentes en la célula endotelial,

denominadas moléculas de adhesión intercelular 1 (ICAM-1), que constituyen las

moléculas principales de unión de los neutrófilos al endotelio.  La molécula ICAM-1

está regulada por la estimulación de citoquinas (205) y, además, el aumento de la

adhesión de los neutrófilos a las células endoteliales, después de la exposición del

endotelio a radicales libres (206) y a anoxia-reoxigenación, (207) es dependiente

de la ICAM-1.

Los miocitos cardiacos adultos expresan la ICAM-1 después de la

estimulación con citoquinas (208) o linfocitos cardiacos postisquémicos (209).  La

adhesión de neutrófilos a estas células es dependiente de la ICAM-1 (208, 209).

La adherencia de los neutrófilos a los miocitos cardiacos, estimulados por

citoquinas, activa la explosión respiratoria que da lugar a la oxidación del miocito.

La anoxia-reoxigenación del miocito parece depender de la ICAM-1, ya que se ha

encontrado inducción de ARNm de la ICAM-1 en el corazón postisquémico

durante la reperfusión temprana (210).  La reperfusión rápida induce la expresión

de ARNm de ICAM-1 en la zona miocárdica viable alrededor de las regiones

necróticas (asociaciada a una infiltración intensa de neutrófilos) (211).  La

acumulación de neutrófilos se acelera con la reperfusión, ocurre preferentemente
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en la región subendocárdica (212, 213) y se correlaciona con el tamaño del infarto

(214), como hemos observado en nuestros experimentos.  Es posible que el efecto

antinflamatorio del FGF observado en nuestros resultados en el miocardio

isquémico y reperfundido esté mediado, en parte, a través de la regulación de la

expresión  o función de algunas de las moléculas referidas en este apartado, que

tiene importantes efectos sobre los neutrófilos.

Los neutrófilos, más grandes y mucho más rígidos que los eritrocitos,

participan en el fenómeno de ‘’no-reflujo’’ vascular, contribuyendo a la oclusión

vascular.  El atrapamiento de los neutrófilos en los microvasos miocárdicos puede

aumentar debido a otras alteraciones microvasculares postisquémicas como: la

agregación de neutrófilos y la reducción de la presión de perfusión miocárdica.  En

nuestros experimentos, al reducirse drásticamente la cantidad de neutrófilos en el

miocardio isquémico y reperfundido de los animales tratados con FGF se evitaría

el atrapamiento de los neurófilos y, por lo tanto, el fenómeno de "no reflujo" con

sus efectos nocivos para el tejido.   

Se ha demostrado que la disminución de la liberación basal de oxido

nítrico por las células endoteliales después de la isquemia miocárdica podría

promover la adherencia de neutrófilos (215, 216).  Estos trabajos son importantes

para la interpretación de nuestros resultados, pues nos permiten inferir que,

probablemente, el FGF inhibe la infiltración leucocitaria a través de su efecto

promotor de la síntesis de óxido nítrico.  Tanto los resultados obtenidos de la
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valoración del GMPc, como de la inmunodetección de iNOS en los corazones

tratados con FGF, apoyan esta posibilidad.

Las enzimas óxido nítrico sintasa (217, 218) están presentes en los

miocitos cardiacos, y el óxido nítrico puede regular la expresión y la adhesión de

moléculas a estas células y a las células endoteliales.  En este aspecto, se ha

demostrado que la inhibición de la síntesis de óxido nítrico da lugar a un

incremento de la adherencia de neutrófilos a vénulas postcapilares, pudiendo ser

prevenida con óxido nítrico exógeno (219).  También se ha demostrado, en un

modelo de isquemia-reperfusión en el bazo, que la administración de óxido nítrico

reduce el rodamiento del neutrófilo, mediado por la P-selectina, a lo largo del

endotelio (220).   Otros autores han descrito que el aumento de los niveles de

óxido nítrico con donadores del mismo reduce la expresión de la ICAM-1 en cultivo

de células endoteliales de aorta humana (221). 

A semejanza con nuestros propios resultados, otros estudios han

demostrado que el FGF preserva la liberación de óxido nítrico en los microvasos

coronarios (222, 223).  Por otro lado, el FGF puede tener un papel en la expresión

de las moléculas de adhesión como las integrinas (223, 224).   

En resumen, proponemos que un posible mecanismo de protección del

FGF en el miocardio isquémico reperfundido está mediado por la estimulación por

este factor de la liberación de óxido nítrico, evitando la acumulación de los
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neutrófilos (216, 219).  También podría evitar el rodamiento del neutrófilo mediado

por las selectinas y la agregación plaquetaria (220, 226) y reducir la expresión de

la ICAM-1 (222).  

Recientemente se ha descrito que el óxido nítrico activa los canales

dependientes de ATP (KATP) de la mitocondria (227), por lo que, según lo descrito

anteriormente, el FGF podría abrir los canales de potasio dependientes de ATP

(KATP) a través de dos mecanismos distintos: uno, directo, debido a la unión a su

receptor, activando a la proteína quinasa C, y otro, indirecto, a través de la

activación de la iNOS, dando lugar al óxido nítrico.   

Según el esquema siguiente el óxido nítrico, cuya generación puede ser

estimulada por el FGF, produciría:

EFECTOS PRODUCIDOS POR EL ÓXIDO NÍTRICO
 

   

  

Disminución de la
adhesión-agregación

plaquetaria
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adhesión leucocitaria
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Nuestros resultados demuestran un aumento claro en la expresión de iNOS

en los miocitos de los corazones isquémicos y reperfundidos tratados con FGF.

Según demuestran otros autores la regulación de esta enzima es de principal

importancia en la prevención del daño miocárdico.

 

En el corazón existen tres isoformas de la enzima óxido nítrico sintasa

(171): NOS neuronal (nNOS, NOS1), NOS inducible (iNOS, NOS2), NOS

endotelial (eNOS, NOS3).  Todas utilizan, como sustrato, L-arginina para formar L-

citrulina y óxido nítrico, y necesitan como cofactores NADPH y tetrahidrobiopterina

(THB4).  Las dos sintasas constitutivas (nNOS, eNOS) requieren calcio y

calmodulina como cofactores y generan bajas cantidades de óxido nítrico.  La

óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) no requiere calcio ni calmodulina como

cofactores y genera grandes cantidades de óxido nítrico.

ACTIVIDAD ÓXIDO NÍTRICO SINTASA

       

El óxido nítrico liberado por las células interacciona con la guanil ciclasa

soluble (GCs) para incrementar la formación de GMPc en las células diana, que

NOS L-citrulina+.NOL-arginina + O2

CaM, Ca2+,
NADPH, FMN,

FAD, BH4



110

actuaría como mediador de sus efectos biológicos, através de la proteína quinasa

G (PKG).

ACTIVACIÓN DE LA GUANILATO CICLASA

 

Recientemente, se ha descrito, en estudios de precondicionamiento

isquémico, que el mecanismo de protección del miocardio actuaría a través de la

inducción de la enzima NOS.  Bolli y colaboradores, en sus estudios de

precondicionamiento miocárdico, llegan a la conclusión de que el factor

responsable de la protección es la iNOS (127, 128, 228, 229).

Estos autores, utilizando ratones deficientes en iNOS sometidos a

isquemia cardiaca y reperfusión, demuestran que la iNOS es responsable del

mecanismo de cardioprotección en la fase tardía del precondicionamiento (132).

Recientemente, también, demostraron que existe una respuesta bifásica en la

actividad de la enzima NOS en el corazón sometido a precondicionamiento

isquémico, de tal manera que se produciría una activación inmediata de la eNOS,

seguida de una activación tardía de la iNOS que dispararía la señal generadora

GCs

GMPc

PKG Proteína diana
(efector)

+

Célula
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de óxido nítrico y la activación de la proteína quinasa  C (PKC) (230).  Otros

estudios, utilizando este mismo tipo de ratones, demuestran que el FGF reduce el

aturdimiento cardiaco producido por la isquemia-reperfusión (231) a través de su

acción de estimulación de la iNOS.  Este mismo mecanismo de acción podría

explicar la protección debida al FGF sobre las arritmias de reperfusión, observada

en estudios previos realizados en muestro laboratorio (131).  Estos datos estarían

en concordancia con nuestros resultados, ya que nosotros comprobamos que el

FGF aumenta la expresión de la iNOS en el corazón sometido a isquemia y

reperfusión, y por tanto parece actuar de forma similar al precondicionamiento

isquémico y protegiendo al miocardio infartado. 

La iNOS es una enzima que tradicionalmente fue descrita como

mediadora del daño tisular (232, 233).  Sin embargo, los resultados de Bolli

conjuntamente con los nuestros pueden cambiar la calificación de la iNOS como

citotóxica.  Actualmente, se considera que el papel fisiológico de esta enzima es

mucho más complejo.  Parece ser que puede jugar un papel beneficioso o

perjudicial dependiendo de la intensidad de su inducción (132).

De acuerdo con nuestros resultados, el FGF, activando la inducción de la

iNOS, podría proteger el miocardio isquémico de la misma forma que el

precondicionamiento.  Esta inducción sería lo suficientemente baja para proteger

el miocardio y no aumentar el daño tisular.
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En el siguiente cuadro se resume la cardioprotección producida por el

FGF.

CARDIOPROTECCIÓN PRODUCIDA POR FGF

Proponemos que la cardioprotección ejercida por el FGF estaría mediada

por su unión a su receptor tirosina quinasa específico (234) que fosforila a la

proteína quinasa C (PKC) y a toda la cascada de quinasas, activando los factores

de transcripción.
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Experimentalmente se ha demostrado que la activación del receptor tirosina

quinasa específico por FGF infundido en el miocardio isquémico produce la

activación de la cascada de quinasas y de la proteína quinasa C (PKC),

protegiendo de la misma forma que el precondicionamiento miocárdico (125).

Acción del FGF

AP1: Factor de transcripción.

Ca2+: Calcio libre.

DAG: Diacilglicerol.

GAS: Factor de transcripción.

GRB2: Proteína adaptadora.

JAK: Proteína que se transloca al núcleo y activa la transcripción.
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K+: Potasio libre.

KATP: Canal de potasio dependiente de ATP de la membrana plasmática.

MAPK-ERK: Proteína serina-treonina quinasa que se transloca al núcleo para

fosforilar factores de transcripción.

MAPK-MEK: Proteína serina-treonina-tiroxina quinasa.

Mito KATP: Canal de potasio dependiente de ATP de la membrana de la

mitocondria.

PIP2: Fosfatidil inositol.

PKC: Proteína quinasa C.

PLCγ: Fosfolipasa C gamma.

RAF: Proteína efectora de RAS.

Ras-GTP: Proteína interruptor de la cascada de quinasas.

SOS: Intercambiador de nucleótidos GDP/GTP.

STAT: Proteína citoplásmica que se transloca al núcleo y activa la transcripción.
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Este trabajo experimental demuestra que el FGF protege el miocardio

isquémico sometido a 20 minutos de isquemia seguido de 24 horas de reperfusión. 

La protección del miocardio isquémico por el FGF se produce a través de

varios mecanismos:

1. Regulación de los canales de potasio dependientes de ATP (K+
ATP)

provocando una hiperpolarización de la membrana que:

a) Evita la entrada de calcio en la célula.

b) Aumenta la reserva de ATP.

c) Disminuye la apoptosis.

2. Inducción de la enzima óxido nítrico sintasa que a través de su producto,

el óxido nítrico:

a) Disminuye la agregación plaquetaria en el miocardio.

b) Disminuye la acumulación de neutrófilos en el miocardio.

c) Reduce las arritmias.

d) Aumenta la vasodilatación coronaria.

e) Disminuye el consumo miocárdico de oxígeno. 
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