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“Nunca consideres el estudio como una obligacién, sino, como una
oportunidad para penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber”

Albert Einstein.
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INTRODUCCION

El infarto agudo de miocardio, conocido también como ataque al corazon, es la necrosis o
muerte de una porcion del musculo cardiaco que se produce cuando se obstruye
completamente el flujo sanguineo en una de las arterias coronarias!'! La enfermedad
isquémica del miocardio y sus complicaciones causan el mayor numero de muertes en
México principalmente en mujeres esto segin las estadisticas del INEGI ). Es un trastorno
ocasionado por factores multiples, y las investigaciones epidemioldgicas han identificado
siete causas principales: edad, sexo masculino, antecedentes familiares, tabaquismo,

hipertension, hipercolesterolemia y diabetes mellitus. B3I,

Las complicaciones de la aterosclerosis son la primera causa de muerte en México y en el
mundo en general. La cardiopatia aterosclerosa, en particular su manifestacion en forma de
infarto de miocardio, es la que tiene mayor relevancia por su impacto en la salud publica.
México sufre también los cambios epidemiologicos actuales; las enfermedades

. . . , 4
cardiovasculares son, €n Su conJunto, la primera causa de muerte en nuestro pais. 4]

Los sistemas de salud, al igual que el resto de la sociedad, actualmente se encuentran
inmersos en la dindmica de la economia de la salud, por lo tanto la escasez de los recursos,

el alto costo de la atencion y el presupuesto asignado a la salud adquieren relevancia. ™’

Para poder confrontar de manera directa y eficaz este grave problema de salud publica, se
requiere de la realizacion de trabajos de investigacion con el fin de desarrollar nuevos y
mejores medicamentos con menores reacciones adversas y cuyo efecto sea mayor. Para
lograr estas metas es necesaria la implementacion de estrategias experimentales que permitan el
estudio de las propiedades biofisicas celulares, es por esto que se lleva a cabo la realizacion del
aislamiento de miocitos por la técnica de Langendorff, al implementar esta técnica se lleva

a cabo la experimentacion con organos aislados, obteniendo el aislamiento de miocitos.

Importantes ventajas se derivan de este modelo tales como su reproducibilidad y bajo costo,

asi como la posibilidad de estudiar el corazén en ausencia de factores reguladores

extrinsecos y la facilidad para realizar estudios de isquemia y reperfusion. [




OBJETIVO GENERAL
Realizar el aislamiento de cardiomiocitos en corazones sanos mediante el uso del aparato

de Langendorff, para estandarizar la técnica en el laboratorio de Farmacologia del
Miocardio que servird para el desarrollo de estudios celulares, moleculares y biofisicos de

los cardiomiocitos.

1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar el montaje del corazon una vez que fue extraido de la rata, en el aparato de
Langendorff y llevar a cabo la comparacion de las soluciones fisiologicas Tyrode y
Krebs.

2. Efectuar el aislamiento de cardiomiocitos del corazon para posteriormente efectuar

el conteo de ellos, para conocer la eficacia de las soluciones fisiologicas.

2. HIPOTESIS

La solucion Tyrode es la que permite el aislamiento de cardiomiocitos por el aparato de
Langendorff, la cual nos permite obtener un porcentaje elevado de cardiomiocitos con
aspecto morfologico adecuado para estudios posteriores.

3. MARCO TEORICO

3.1 EL SISTEMA CARDIOVASCULAR
El sistema cardiovascular comprende el corazon y los vasos sanguineos (arterias y venas)

que conducen la sangre de ida y vuelta a los distintos tejidos y 6rganos del cuerpo. Aunque
parezca un 6rgano Unico, el corazon es funcionalmente una bomba muscular donde cuyas
dos partes se hayan vinculadas por la circulacion pulmonar. " Esta formado por un 6rgano
central, el corazdn, y un sistema de conductos vasculares de diferente estructura que se
ramifican por todo el organismo: las arterias, venas, capilares y vasos linfaticos. Para
realizar un circuito completo, la sangre pasa dos veces por el corazon, una por las cavidades

derechas y otra por las cavidades izquierdas (Figura 1). [¥!
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Figura 1. Esquema del sistema circulatorio completo. Representa las cavidades del

corazdn y circuitos vasculares, se puede observar la circulacion pulmonar y la

[TRESGUERRES, 2009]

3.2 ANATOMIA DEL CORAZON

sistémica.

El corazén (término de un derivado popular del latin cor, cordis) en anatomia, es

el organo principal del sistema circulatorio. Es una estructura cénica relativamente

pequeia, de tamafio casi igual a la de un pufio de una persona: unos 12 cm

9 cm de anchura y 6 cm de grosor. Su masa promedia 200 y 300 g en adultos.

de longitud,
]



http://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn
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Pesa alrededor de 275 gramos en el hombre y algo menos en la mujer. Consta de cuatro
cavidades, dos posterosuperiores, las auriculas o atrios, derecha e izquierda, y dos

anteroinferiores, los ventriculos derechos e izquierdo (Figura. 2). ©¥!
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Figura 2. Anatomia del corazon. Esquema donde pueden observas sus cavidades asi
como las valvulas y venas mas importantes de las que se compone. [TRESGUERRES,

2009]

3.2.1 LOCALIZACION DEL CORAZON

Se localiza en el plano superior intermedio al diafragma cerca de la linea media del torax

en el mediastino (masa de tejidos que se sitta entre el esternon y la columna vertebral). ]

El corazon descansa sobre el diafragma, musculo que separa las cavidades toracica y
abdominal. Se encuentra dentro de una bolsa denominada pericardio. La bolsa pericardica
tiene dos hojas: una interna sobre la superficie cardiaca y otra externa que esta fijada a los
grandes vasos que salen del corazon. Entre ambas hojas existe una escasa cantidad de

liquido para evitar su roce cuando late. ['

La cara anterior estd situada en plano apenas profunda al esternon y las costillas. La cara
inferior es la porcion de la viscera que se apoya en su mayor parte contra el diafragma,

entre el vértice y el borde derecho. El borde derecho esta frente al pulmén ipsolateral y se




extiende entre la cara inferior y la base, y el borde izquierdo o pulmonar mira hacia el

pulmoén izquierdo, entre la base y la vértice. (Figura 3). 1!
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Figura 3. Localizacion del corazon. Esquema donde se aprecia el espacio o ubicacion en

el cuerpo humano en el que se encuentra el corazéon. [TORTORA, 2006]

3.2.2 CAVIDADES

El corazon esta dividido en mitades derecha e izquierda por una pared de tejido, o tabique,
que recorre toda su longitud. Cada mitad se subdivide en dos cdmaras. Las camaras
superiores de ambos lados reciben el nombre de auriculas o astrios (vestibulo de entrada);
y las camaras inferiores, las mayores, se llaman ventriculos (vientre o cavidad). En la
superficie anterior de cada auricula se observa una estructura arrugada a manera de bolsa, la

orejuela, llamada asi por su parecido con la oreja de un perro (Figura 4). ©!
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Figura 4. Cavidades del corazon. Se pueden apreciar las diferentes cavidades, tanto del

lado derecho como del izquierdo. [TRESGUERRES, 2009]

o Auriculas

Son las cavidades que reciben la sangre que llega al corazén y la envian al ventriculo
correspondiente a través de un orificio auriculoventricular. Sus paredes son delgadas y
elasticas, su interior es liso salvo en algunas zonas que presentan pequefias columnas
musculares llamadas musculos pectineos. El tabique interauricular separa ambas auriculas,
se situa oblicuamente, de modo que la auricula derecha ocupa una posiciébn mas anterior

que la auricula izquierda. ™!

- Auricula derecha

Recibe la sangre venosa procedente de todo el cuerpo. Esta formada por una cavidad
principal y un diverticulo, la orejuela, que se prolonga hacia delante. La pared interna de la
auricula es lisa en su parte posterior, el seno venoso, donde desembocan las venas cavas, y
rugosa en su parte anterior debido a la presencia de musculos pectineos. El limite entre
ambas zonas lo marca un reborde muscular llamado cresta terminal (Figura 6). En la
auricula derecha se abren los orificios de las venas cavas superior e inferior, del seno

coronario y de las venas cardiacas minimas.




— La vena cava superior, desemboca en la parte superior de la auricula, su agujero carece

de valvula. Recoge la sangre de la mitad superior del cuerpo y gran parte del dorso. *!

— La vena cava inferior, drena la sangre de la mitad inferior del cuerpo, desemboca en la
parte inferior de la auricula derecha, su orificio esta provisto de un pliegue delgado,
insuficiente para impedir el reflujo de sangre venosa, la valvula de la vena cava inferior

(valvula de Eustaquio) que durante el periodo fetal dirige la sangre hacia el agujero oval.

— El seno coronario, vena que se sitia en la parte posterior del surco coronario, vierte la
mayor parte de la sangre venosa procedente del corazon, su orificio situado delante del
orificio de la vena cava inferior, estd protegido por una valvula rudimentaria sin funcion, la

valvula del seno coronario(valvula de Tebesio). !

— Las venas cardiacas minimas llevan sangre de la pared cardiaca, vierten mediante
pequetios orificios dispersos. Desde la auricula derecha la sangre pasa al ventriculo derecho

a través del orificio auriculoventricular derecho ocupado por la valvula tricuspide. ™!

Localizacion del nodo sinoauricular

WEna cava superior Crejuela derecha

Mosculos pectinens Limbo de la fosa oval

Orificio auriculoventricular derecho

Cresta terminal Orificio del seno coronario

iena cava inferior
Vakiula de la vena cava inferior

Figura 5. Auricula derecha. Esquema en el cual se puede apreciar la auricula derecha y
las partes que la componen. [TRESGUERRES, 2009]




- Auricula izquierda

Es la cavidad cardiaca mas posterior, forma la mayor parte de la base del corazén, por
detrés se relaciona con el es6fago. Tiene una forma irregularmente redondeada, se continua
hacia fuera con la orejuela izquierda, unica zona de la auricula que tiene musculos
pectineos. En su cara posterior desembocan sin valvulas cuatro venas pulmonares, dos
procedentes de cada pulmoén. El tabique interauricular muestra una depresion ovalada que
se corresponde por su posicion con la fosa oval de la auricula derecha. Comunica con el
ventriculo izquierdo por el agujero auriculo ventricular izquierdo protegido por la valvula

mitral o bicuspide (Figura 7). ©*!

Figura 6. Auricula izquierda. En la imagen se puede apreciar la auricula izquierda, asi
como las partes que la componen. [GONZALEZ, 2013]

o Ventriculos

Los ventriculos se situan delante de las auriculas, tienen forma piramidal con el vértice
orientado hacia la punta del corazon. El tabique interventricular separa ambos ventriculos.
La parte superior del tabique, porcion membranosa, estd formada por tejido conjuntivo; la
parte inferior, porciéon muscular, es musculo cardiaco, representa las nueve decimas partes

del tabique y su espesor aumenta de arriba hacia abajo. La base de cada ventriculo presenta




dos orificios provistos de valvulas, un orificio de entrada, el auriculoventricular, a través
del cual el ventriculo recibe la sangre desde la auricula correspondiente y un orificio de
salida, el orificio arterial, que comunicacion el tronco pulmonar en el ventriculo derecho y

con la arteria aorta en el izquierdo. 8]

- Ventriculo derecho

En su base se encuentran los orificios atrio ventricular derecho, ocupado por la valvula
tricuspide, que comunica con la auricula derecha y el orificio del tronco pulmonar. El
interior del ventriculo (Figura 8) tiene en su tracto de entrada numerosas trabéculas
carnosas y tres musculos papilares, anterior, posterior y setal. La trabécula septo marginal
es una cresta muscular que marca el limite inferior de la camara de entrada y contiene una

rama del sistema de conduccion del corazéon. La camara de salida, infundibulo o cono

arterial, que conduce hacia el orificio del tronco pulmonar es de paredes lisas, lo que
8]

facilita la eyeccion sistélica. |

Cono arterioso
Cresta supraventncular

Moasculo papilar septal

Valva anterior valvula
Vala septal tricaspide
Fasciculo septomarginal
] Ml]!’-l’.‘l]lﬂ fjﬂpllﬂf arntenor

» valvula tncaspide (valva postenor)

Figura 7. Ventriculo derecho. La imagen nos permite observar las distintas partes que lo
conforman [TRESGUERRES, 2009]

- Ventriculo izquierdo

Las paredes del ventriculo izquierdo son las més gruesas del corazdn debido a que impulsa
la sangre a las arterias sistémicas depresion elevada. Presenta dos musculos papilares,

anterior y posterior (Figura 9).Es una estructura conica, con su vértice hacia abajo, la base




esta formada por el orificio auriculoventricular y aortico, ambos provistos de sus
correspondientes valvulas. Al igual que en el ventriculo derecho, en el izquierdo
consideramos una camara de entrada trabe culada que recibe sangre de la auricula izquierda

y una camara de salida o vestibulo adrtico, de paredes lisas, situada entre el tabique y la

valva anterior de la valvula mitral que dirige la sangre hacia el orificio aértico. ™

WO AT TN

Crificio de la
arteria coronaria
izquierda

Crrificio de |a arteria
s coronaria derecha

Wakeula rmitral

Tabigque (walva anterior)

intraventicular
(porcion

rmermbranosa) rMosculo papilar

pasterior

Viaheula rmitral
Mwalva posterior)

rasculo papilar
antarior

Figura 8. Ventriculo izquierdo. La imagen nos permite apreciar las partes que conforman
el ventriculo izquierdo. [TRESGUERRES, 2009]

3.2.3VENAS Y ARTERIAS

o VENAS

Las venas son estructuralmente muy similares a las arterias aunque sus capas interna y
media son mas delgadas. La capa muscular y eldstica es mucho mas fina que en las arterias
porqué presentan una menor cantidad de fibras tanto elasticas como musculares.. La
funcién de estas valvulas es impedir el reflujo de sangre y ayudar a dirigir la sangre hacia el
corazon. ']

La mayor parte de venas que drenan la sangre del corazon van a confluir al seno coronario.
El seno coronario es una estructura que se encuentra en el surco auriculoventricular por su
cara posterior y que desemboca en la auricula derecha. A ¢l drenan las siguientes venas:

Por la cara posterior (Figura 9):

e Vena Coronaria Mayor: discurre por el surco interventricular anterior, bordea el

margen izquierdo.
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e Vena oblicua de la auricula izquierda o vena de Marshall: procede de la parte
posterior de la auricula izquierda, y realiza un recorrido diagonal que acaba en el
seno coronario.

e Vena posterior del ventriculo izquierdo: desde la parte media de la cara posterior
del mismo va a desembocar en el seno coronario también por su lado izquierdo.

e Vena Coronaria menor: se origina en la region del borde derecho del corazdn, y al
llega al surco auriculoventricular lo recorre hasta desembocar en el seno coronario
por la derecha.

e Vena interventricular posterior: desemboca en el lado derecho del seno coronario
junto con la coronaria menor.

Por la cara anterior:

e Vena interventricular anterior: recorre el surco interventricular por la cara
anterior y acaba drenando en la vena coronaria mayor, y de ahi al seno venoso.

e Vena marginal izquierda: va a drenar también en la vena coronaria mayor, e
igualmente, al seno venoso.

Sin embargo, existe otro sistema de drenaje venoso mas pequefio, que no va a parar al

seno coronario. Esta constituido por:

e Venas coronarias anteriores, que desembocan directamente en la auricula
derecha, sin pasar por el seno coronario. Solo drenan la sangre de la cara
anterior del ventriculo derecho.

e Venas minimas o de Tebesio. Son vasos venosos muy cortos que se originan en
el espesor del miocardio y que desembocan directamente en las camaras

cardiacas. [
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Vena coronaria mayor

Wena interventricular

osterior
‘“Yena cardraca =l

anternor

Yena comnaria SENO Coranario

menaor

Figura 9. Venas del corazon. En el esquema se pueden apreciar las diferentes venas que

irrigan el corazon asi como la ubicacion del seno coronario. [TRESGUERRES, 2009]

o ARTERIAS

Dos vasos arteriales suministran la sangre a todo el corazon. Ellos son las arterias
coronarias, izquierda y derecha, ramas de la aorta ascendente (Figura 10).

e La arteria coronaria izquierda rodea parcialmente a la arteria pulmonar, se introduce
en el surco interventricular por su parte anterior y se prolonga por la arteria
descendente anterior a la rama inter ventricular que corre hacia el dpex o vértice del
corazon. Esta arteria aporta sangre a la superficie anterior de los ventriculos.

e La arteria coronaria derecha se origina en la aorta y siguiendo la parte anterior del
surco auriculo ventricular derecho alcanza al surco interventricular posterior, donde
la rama descendente posterior continlia en direccion al vértice. Esta arteria aporta
sangre a toda la superficie posterior de los ventriculos.

El nodulo S-A recibe irrigacion solamente de una de las arterias auriculares; naturalmente,
esto puede ser variable en dependencia de que sea una rama de la circunfleja derecha o de
la izquierda. Esta arteria da origen a un anillo vascular que rodea al orificio de la vena cava
superior. Ademas del tipo convencional de irrigacion sanguinea, el miocardio puede estar

irrigado:

1. Por las anastomosis extra cardiacas.
2. Por los vasos de Tebesio.

, . ., . ., . 1
3. A través de una inversion de la circulacion de las venas coronarias.!')
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Arteria coronaria
derecha Arteria comnaria
. izquierds

__—Rama circunfleja

RFama interventricular
_——anteriar

%
Fama interventricular
posterior

Rama marginal

Figura 10. Arterias del corazon. Se pueden observar las principales arterias que

conforman al corazén. [TRESGUERRES, 2009]

3.3 HISTOLOGIA DEL CORAZON

La histologia es la ciencia que va a estudiar la estructura, la organizacion del cuerpo, en
este caso del ser humano. Es una ciencia, una parte del saber médico que va a estar
intrincado entre la bioquimica, fisiologia, biologia y que va a ser imprescindible para la

patologia, ya que para estudiar las enfermedades necesitamos conocer las estructuras en

condiciones de la salud. [*!

3.3.1 PARED CARDIACA

La pared del corazon se forma de tres capas (Figura 11):

Pericardio: Estd formado por un saco pericardico externo, fibroso, que encierra a
todo el corazén y una doble capa interna de células mesoteliales planas, denominada
pericardio seroso. Las dos capas del pericardio seroso son: El pericardio parietal,
que estad unido al saco fibroso y el pericardio visceral o epicardio, que recubre la
superficie externa del corazon. La capa interna del tejido conjuntivo, fina, del
epicardio contiene tejido adiposo, nervioso y las arterias y venas coronarias.
Miocardio: El miocardio es la capa més gruesa del corazén y estd formada por

células musculare cardiacas. El espesor y el diametro de las células son maximos en
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el ventriculo izquierdo y minimos en las auriculas. Todas las capas musculares se

, . .y 1
unen al esqueleto del corazén, que proporciona una base para su contraccién. !

El miocardio comprende tres tipos celulares:

1. Cardiomiocitos contractiles, que se contraen para bombear la sangre hacia la
circulacion.

2. Cardiomiocitos mioendocrinos, que producen péptido natriurético atrial.

3. Cardiomiocitos nodulares, especializados en el control de la contraccidon ritmica
cardiaca. '®!

Endocardio: Tiene 3 capas: una mas externa de tejido conjuntivo (que contiene

nervios, venas y fibras de Purkinje), una capa media de tejido conjuntivo y un

endotelio interno de las células endoteliales planas. !*!

Cavidad
Pericdrdica \ Pericardio
(liquido pericdrdico) — - Capas fibrosas densas fibroso
W Tejido conectivo denso( Pericardio
W, 5 Epitelio [Seroso
) Parietal

+~— Epitelio Epl(;dr‘dl(?
Pericardio
Miocardio b S
2 % conectivo eroso
(Tejido muscular cardiaco) e Tejid visceral
conectivo Endocardio
Endotelio

Figura 11. Pared del corazon. En la imagen se aprecian las diferentes capas fibrosas que

conforman la pared del corazén [De Nisco, 2014].

3.3.2 MUSCULO CARDIACO

El musculo cardiaco es estriado de la misma manera que el musculo esquelético tipico.
Ademas, el musculo cardiaco tiene miofibrillas tipicas que contienen filamentos de actina y
miosina casi idénticas a los que se descubren en el musculo esquelético, y estos filamentos
se intercalan y deslizan unos sobre otros durante la contraccion, de la misma manera que el

musculo esquelético. (Figura 12)

Propiedades que presenta este el musculo cardiaco:
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a) automatismo o propiedad cronotrépica (célula P del nodulo sinusal, por la fase 4):
Es la propiedad de producir estimulos ritmicos.

b) conductibilidad o propiedad dromotropica: Es la capacidad de recibir y trasmitir
estimulos.

c) excitabilidad o propiedad batmotrépica: Es la capacidad de reaccionar frente a
estimulos determinados.

d) contractilidad o propiedad inotrépica: Es la propiedad del musculo de acortarse, la

cual es comiin a todos los musculos: lisos y estriados. /'

CELULA MUSCULAR CARDIACA NUCLEO DISCOS INTERCALARES

CORAZON
MIOFIBRILLAS (MUSCULO CARDIACO)

Figura 12. Musculo cardiaco. Se pueden apreciar lo que compone el musculo, asi como
la forma en que estén disefiadas. [GOMEZ, 2015]

3.4 FISIOLOGIA DEL CORAZON

En cada latido, el corazon bombea sangre a dos circuitos cerrados, la circulacion general o
mayor y la pulmonar o menor. La sangre no oxigenada llega a la auricula derecha a través
de las venas cavas superior ¢ inferior, y el seno coronario. Esta sangre no oxigenada es
transferida al ventriculo derecho pasando a través de la valvula tricispide y posteriormente
fluye hacia el tronco pulmonar, el cual se divide en arteria pulmonar derecha e izquierda.
La sangre no oxigenada se oxigena en los pulmones y regresa a la auricula izquierda a
través de las venas pulmonares (circulacion pulmonar). La sangre oxigenada pasa al

ventriculo izquierdo donde se bombea a la aorta ascendente. A este nivel, la sangre fluye
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hacia las arterias coronarias, el cayado adrtico, y la aorta descendente (porcion tordcica y
abdominal). Estos vasos y sus ramas transportan la sangre oxigenada hacia todas las

. . . .y 11
regiones del organismo (circulacion general). ']

3.4.1 SISTEMA DE CONDUCCION CARDIACA

El sistema de conduccion eléctrica del corazon se podria describirse como la interconexion
de células especializadas en generar impulsos eléctricos que se disponen de manera
estratégica y siguiendo un orden preestablecido para lograr una contracciéon armonica de

todas las cavidades cardiacas. [!”]

o Fisiopatologia del sistema de conduccion

El corazdn basicamente es un musculo que al contraerse bombea sangre hacia la circulacion
general y pulmonar. En el corazén hay 2 tipos de células: las que son propiamente
musculares, con capacidad contractil y que se encargan de realizar la contraccion cardiaca,
y por otro lado las células del sistema excitoconductor, que se encarga de iniciar el estimulo
eléctrico y propagarlo por todo el corazén. Las células del sistema excitoconductor se

distribuyen en una serie de estructuras que son las siguientes (Figura 13) !'®:

1. Nodulo sinoauricular (NS): Es una estructura de 10x5x5 mm de didmetro y que se
encuentra en la porcion lateral — superior de la auricula derecha. Es la estructura
encargada, en condiciones normales de iniciar el estimulo cardiaco que es
propagado a la auricula adyacente y que posteriormente se extendera a todo el
corazon. ¥

2. Nodulo auriculoventricular (NAV): Se encuentra situado en la base del tabique
interauricular inmediatamente por encima de la separacion entre las auriculas y los
ventriculos; su tamafio es de 5x3x1.5 mm. También juega un papel de la
transmision del estimulo desde la auricula al ventriculo. ['®

3. Haz de His (H.H): Es un pequefio fasciculo que viene a ser la propagacion del nodo
AV, y que se extiende hacia los ventriculos por el tabique interventricular,
dividiéndose posteriormente en ramas, la rama derecha y la izquierda, cada una de

las cuales propagara el estimulo a cada uno de los ventriculos. !'*!
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4. El sistema Purkinje: Esta constituido por un conjunto de pequeios fasciculos que

propagan el estimulo eléctrico desde las ramas del haz de His hasta las propias
(18]

células musculares de los ventriculos.

Nodulo
Sinoatnal

(su sigla en
inglés es SA)

az de Bachmann

Ramificacion
Izquierda del

Internodular
Mediano

Tracto
Internodular
Posterior

Nédulo Atrioventricular Ramificacion Derecha
(su sigla en inglés es NA) del Haz

Figura 13. Sistema de conduccion cardiaco. Se muestra en color verde el sistema de
conduccion eléctrica del corazon, las flechas en blanco indican el sentido en que viajan

los impulsos. [RAMIREZ, 2009]

3.4.2 POTENCIAL DE ACCION

La llegada de un impulso a una fibra miocardica normal genera un potencial de accién
(cambios en la permeabilidad de la membrana celular a determinados iones), el cual
ocasiona la contraccion de la fibra muscular del miocardio (Figura 14). El potencial de
accion de las fibras miocérdicas contractiles auriculares y ventriculares comprende tres

fases: [']

1. Despolarizacion (fase 0): Las fibras contréctiles tienen potencial de membrana en
reposo cercano a -90 mV Cuando la excitacion de fibras cercanas las lleva al valor
del umbral, se abren muy rapidamente ciertos cales de iones sodio (Na"), los
llamados canales de sodio rapidos controlados por voltaje. Ello aumenta la

permeabilidad del sarcolema (membrana plasmatica) a los iones de sodio. El medio

intracelular es mas negativo que el liquido extracelular y en éste son mayores las
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concentraciones del Na', de modo que ocurre un flujo de entrada de Na* conforme a
su gradiente electroquimico que produce la despolarizacion rapida. !'*!

Meseta (Fase 2): En la fase siguiente llamada meseta, se abren los canales de calcio
lentos controlados por voltaje en el sarcolema y la membrana del reticulo
sarcoplasmico. Ello incrementa la permeabilidad a los iones calcio y permite que
ocurra lo mismo con los valores de Ca®" en el medio intracelular. Algunos Ca*"
cruzan el sarcolema desde el liquido extracelular, mientras que otros salen del
reticulo sarcoplasmico de las fibras. Al mismo tiempo, se reduce la permeabilidad
de la membrana a los iones potasio como efecto del cierre de los canales de K. 1"
Repolarizacion (Fase 3): La recuperacion del potencial de membrana en reposo
durante la fase de repolarizacion del potencial de accion cardiaco se asemeja a la de
otros tejidos excitables. Luego de una demora (que es especialmente prolongado en
el miocardio), se abren los canales de potasio controlados por voltaje, lo cual
aumenta la permeabilidad de la membrana a los K, que difunden mas rapidamente
al medio extracelular por efecto de la diferencia de contracciones. Al mismo tiempo
se cierran los canales de calcio. La salida de mas K de las fibras y la entrada de
menos Ca”" en ellas hace que se restaure el potencial de membrana en reposo
negativo. [19]

El intervalo isoeléctrico comprendido hasta el siguiente potencial de accidon se

denomina fase 4. ')
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Fase 1: Repolarizacion
transitoria, Salida de K+

Fase 2: “Meseta”, Entra

Ca+ySale K+
+30 mV 1
Fase 3: Repolarizacion,
0mV Salida de K+
Fase 0: Despolarizacion O
rapida, Entradade Na+
4 200ms
0MV c—

Fase 4: Se llega al equilibrio basal, utilizando de las Bombas de Na-K

Figura 14. Potencial de accion cardiaco. Se muestran los elementos o fases de los cuales
consta un potencial de accidn, asi como lo mas importante que sucede dentro de cada fase.

[MENESES, 2013]

3.4.3 CICLO CARDIACO

Un ciclo cardiaco incluye todos los fendmenos eléctricos (potencial de accion y su
propagacion) y mecanicos (sistole: contraccion; didstole: relajacion) que tienen lugar
durante cada latido cardiaco. El término sistole hace referencia a la fase de contraccion y el
término diastole a la fase de relajacion. Cada ciclo cardiaco consta de una sistole y una
diastole auricular, y una sistole y una didstole ventricular. Los fendmenos que tienen lugar
durante cada ciclo cardiaco pueden esquematizarse de la siguiente forma (Figura 15) ['!):
1. Relajacion isovolumeétrica: La repolarizacion de las fibras miocardicas ventriculares
inicia la relajacion ventricular. Al ocurrir ésta, disminuye la presion en las cavidades
y la sangre empieza a refluir del tronco de la arteria pulmonar y aorta hacia los
ventriculos. Sin embargo, tal reflujo queda atrapado en las ctspides de las valvulas
semilunares y las cierra. Después de ocurrido el cierre de las valvulas semilunares,
existe un breve intervalo de relajacion isovolumétrica, en que no se modifica el
volumen sanguineo ventricular, ya que también estdn cerradas las valvulas
auriculoventricular. Al continuar la relajacion de los ventriculos, se expande su

.. . <y . Lo 1
espacio interior y la presion desciende rapidamente. ')
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2. Llenado ventricular: La parte principal de esta fase ocurre justo después de que se
abren las valvulas auriculoventriculares. La sangre que habia estado fluyendo a las
auriculas y se habia acumulado en ellas mientras los ventriculos se contraian, ahora
fluye precipitadamente hacia éstos. Asi pues, el primer tercio de la fase de llenado
ventricular se denomina periodo de llenado ventricular rapido. En el tercio
intermedio, llamado diastasis, fluye un volumen mucho menor a los ventriculos. [19]

3. Sistole ventricular: Durante los 300 ms (0.3 s) siguientes, las auriculas estan
relajadas y los ventriculos se contraen. Casi hacia el fin de la sistole auricular, el
potencial de accion del NA se ah propagado por el NAV y los ventriculos, con lo
que causa la despolarizacion de éstos. Las cuatro valvulas estan cerradas de nuevo,
por espacio de unos 50 ms (0.05 s), en lo que se denomina contraccion
isovolumétrica. Durante este intervalo, las fibras miocardicas se contraen y ejercen
fuerza, todavia sin acortarse. Asi pues, se trata de una contraccion isométrica, es
decir, sin cambio de longitud. Ademas, las cuatro valvulas estan cerradas, por lo que
no ocurre cambio de volumen y la contraccion es isovolumétrica. El periodo de
abertura de las vélvulas semilunares se denomina de expulsion ventricular y dura

casi 250 ms (0.25 s) Cuando empieza la relajacion de los ventriculos, desciende la

presion en su interior, se abren las valvulas semilunares y se inicia un nuevo periodo
[10]

de relajacion.

Figura 15. Ciclo cardiaco. Se describen los fenomenos que ocurren durante dicho

proceso, las flechas indican el sentido que lleva la sangre [TORTORA, 2002].
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3.4.4 GASTO CARDIACO

Se define como el volumen de sangre bombeado por minuto a los ventriculos (su valor es
similar en los dos ventriculos) por lo que también se denomina volumen minuto. Hay que
destacar que el gasto cardiaco tiene como mision suministrar el caudal de sangre necesario
para satisfacer las necesidades del cuerpo en cada situacidon, y por tanto aumentara o

disminuira a demanda de los requerimientos de éste. [

Equivale a la cantidad de sangre expulsada por el ventriculo durante la sistole (volumen
sistolico) multiplicado por el numero de latidos por minuto (frecuencia cardiaca),
(Figura 17). [

La regulacion del gasto cardiaco depende de factores que pueden modificar el volumen

e e . . . 11
sistolico y de factores que pueden variar la frecuencia cardiaca. (]

A) Factores que pueden modificar el volumen sistolico: Los factores importantes que
regulan el volumen sistolico y garantizan que los dos ventriculos bombeen el mismo
volumen de sangre son:

1. La precarga o grado de estiramiento de las fibras miocardicas durante la didstole
condiciona la fuerza de la contraccion miocardica. Dentro de unos limites, cuanto
mas se llene el corazon en la didstole, mayor sera la fuerza de contraccion durante la
sistole, lo cual se conoce como Ley de Frank-Starling del corazén. Esta ley
establece que al llegar mas sangre a las cavidades cardiacas, se produce un mayor
estiramiento de las fibras miocardicas. !'"!

2. La contractilidad miocérdica o fuerza de contraccion de las fibras del miocardio con
cualquier valor de precarga. !'"!

3. La postcarga es la presion que debe superar el ventriculo durante la sistole para
poder abrir las valvulas auriculoventriculares. "

B) Factores que pueden modificar la frecuencia cardiaca: La frecuencia que establece el

nddulo sinusal puede alterarse por diversos factores, siendo los mas importantes el sistema

nervioso autbnomo y mecanismos quimicos.
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3.5 AISLAMIENTO DE CELULAS

Es introducir una célula de un microorganismo en un medio, s6lido o liquido esterilizado
previamente. Un clon esta sustituido por una poblacion de células descendientes de un solo
microorganismo. Una colonia es un clon lo suficientemente grande como para ser visible

sobre la superficie de un medio sélido. **

Para aislar células individuales, los microorganismos han de ser diluidos debido al gran
numero en que normalmente estan presentes. La dilucion se realiza normalmente por uno
de los siguientes sistemas: Siembra por estria en placa, vertido en la placa y extension en

placa. [20]

3.5.1 TECNICAS DE AISLAMIENTO CELULAR

Los cientificos han desarrollado metodologias para aislar células y obtener poblaciones
celulares homogéneas, que luego pueden ser incluso mantenidas y multiplicadas in vitro
(—en vidrio” = en recipientes especiales, en el laboratorio). Los cultivos celulares son
esenciales en la investigacion cientifica, ya que permiten estudiar los procesos que ocurren
en las células, y en diversas aplicaciones de la biotecnologia, como la producciéon de

moléculas de interés industrial, ingenieria de tejidos, etc. (211

El primer paso para aislar células de un mismo tipo a partir de un tejido (generalmente
formado por células de diversos tipos) consiste en separar la matriz extracelular que las
mantiene unidas. Para lograrlo, la muestra de tejido es tratada con diversas enzimas
proteoliticas (como tripsina y colagenasas) que degradan las proteinas de la matriz; y
también se utilizan agentes (como el EDTA - 4cido etilendiaminotetraacético) que
secuestran al 16n calcio, del cual depende la adherencia celular. De esta forma, y mediante
una suave agitacion, se obtiene una suspension celular que contiene a todas las células
presentes en ese tejido. Para separar los diferentes tipos celulares se pueden utilizar varios

métodos: 2!

1. La centrifugacion, que permite separar a las células por tamano: Es el método mas

comun de separacion. El tubo se llena con una mezcla uniforme, tras la
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centrifugacion se obtienen dos fracciones, un tubo que contiene el material

sedimentado y otro sobrenadante con el material no sedimentado. (Figura 16)

ESQUEMA DE UNA CENTRIFUGACION DIFERENCIAL Sobrenadante
ribosomas, virus,
macromoléculas

.
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nucleo, coesqueleto  lisosomas, otras vesiculas
peroxisomas pequefias

Figura 16. Esquema de una centrifugacion diferencial. Nos muestra un ejemplo que nos
permite observar las fases que se llevan a cabo durante una centrifugacion y como se

obtienen las células [MEDINA, 2008].

2. La capacidad de adherencia al vidrio o al pléstico que tienen algunos tipos celulares.

3. La unidén a ciertos anticuerpos especificos para determinados componentes
celulares. Estos anticuerpos se usan unidos a diferentes matrices (colageno, bolitas
de polisacaridos, de latex o de pléstico). Las cé€lulas unidas a la matriz (a través de
los anticuerpos) se recuperan por agitacion, tratamiento con tripsina (digiere a las
proteinas que median la adhesion) o, en el caso de una matriz digerible (como el
colageno), degradando la propia matriz con enzimas (como la colagenasa).

4. Launidn a ciertos anticuerpos acoplados a colorantes fluorescentes. Las células que
contienen un determinado componente son reconocidas y -marcadas” por los
anticuerpos. Las células marcadas son separadas de las no marcadas en un separador

de células activado por fluorescencia o cell sorter (Figura 17).
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céhdas no separadas

Figura 17. Equipo para la separacion de células por fluorescencia. Las células
individuales viajan a través de un conducto muy delgado y son iluminados por un laser.

[SEGRETIN, 2008]

5. La diseccion de un grupo de células a partir de una seccion de tejido preparada para
microscopia. La regidén que contiene las células de interés es irradiada con un laser,
que funde un pequefio circulo con las células que estan por debajo. Estas células
capturadas son luego removidas para un posterior andlisis. La técnica, denominada
—-microdiseccion de captura por laser”, puede utilizarse para aislar y estudiar

diferentes partes de un tumor, por ejemplo. (Figura 18). [21]

2 Y
]
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Figura 18. Técnica de microdiseccion para aislar células a partir de secciones o
tejidos. Este método emplea un laser para escindir una regién de interés y eyectarla a un

contenedor. [SEGRETIN, 2008]

e Cultivos primarios: Se denominan asi a aquellos cultivos preparados directamente a
partir de un tejido u érgano. Pueden iniciarse con o sin fraccionamiento previo para
separar los distintos tipos celulares. En estos cultivos las células estdn vivas,
conservan sus caracteristicas originales y su proliferacion es limitada. Pueden ser

removidas del recipiente de cultivo para formar cultivos secundarios (Figura 19). [21]

oy
A

.ﬁ — —-—) |k
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pedazo de )
tejido @Q

disgregacion celulas en . " ;
mecanica suspension cultivo primario cultive secundario

Figura 19. Cultivo primario a partir de un tejido. Podemos apreciar el proceso que

conlleva realizar éste tipo de cultivos, el cual comienza desde un tejido u 6rgano completo.

[SEGRETIN, 2008]
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3.5.2 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL AISLAMIENTO CELULAR VS
CULTIVO CELULAR

o Ventajas y desventajas del cultivo celular

Como ventajas podemos citar:
a) Permiten un control preciso y fino del medio ambiente

En un cultivo se pueden controlar las condiciones fisico-quimicas (pH, temperatura, presion
osmotica, presion parcial de O2 y CO2), y fisioldgicos (hormonas, factores de crecimiento,
densidad celular, etc.). Para algunas lineas celulares se han establecido medios definidos.
Un medio definido es aquél en el que se conocen todos y cada uno de los componentes que
lo forman y su concentracion exacta. Para establecer un medio definido hay que conocer
con precision las necesidades nutritivas de las células en cuestion. Sin embargo en el caso
de muchas lineas celulares, estas necesidades no se conocen. En estos casos se utilizan
medios que se suplementan con disoluciones complejas (suero, extractos de embrion, etc.)
que contienen factores hormonales y nutritivos imprescindibles para el cultivo pero cuya

2
naturaleza se desconoce. 2%

b) Caracterizacion y homogeneidad de la muestra

Una muestra de tejido es siempre heterogénea. Sin embargo, al cabo de uno o dos pases, las
lineas celulares cultivadas son homogéneas, es decir, su morfologia y su composiciéon son
uniformes. La presion selectiva de las condiciones de cultivo da lugar a un cultivo
homogéneo del tipo celular mas vigoroso. A partir de ese momento se pueden obtener
réplicas idénticas en cada subcultivo y las caracteristicas de la linea celular se conservan
durante varias generaciones o de forma indefinida si la linea celular se conserva en

nitrégeno liquido. **!

¢) Economia

En los cultivos celulares se emplean disoluciones con una concentracion mucho menor que
en el caso del animal completo. Ademas, se garantiza el acceso directo de la sustancia a las
células sin que se diluya y sin que sufra ningun tipo de modificacion metabolica. El coste

de los ensayos clinicos se reduce considerablemente y se puede hacer un mayor numero de
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pruebas. También se reducen los costes relacionados con la fabricacion del posible nuevo
medicamento: en lugar de fabricar cantidades del orden del gramo (para el estudio en

. . . o 22
animales) basta con que se sinteticen unos pocos miligramos.

d) Cuestiones éticas

La investigacion biomédica supone el sacrificio cada afio de muchos miles de animales de
experimentacion. El cultivo celular no puede reemplazar siempre al ensayo 'in vivo' pero es
una alternativa valida en muchas situaciones. Para obtener un cultivo celular primario es
posible que haya que sacrificar algiin animal, pero con ellos se pueden ensayar un elevado
numero de condiciones experimentales que, en otras circunstancias, supondrian el sacrificio

. . . .y, 22
de decenas o cientos de animales de experimentacion. 2

Los cultivos celulares también pueden suponer algunas desventajas:
a) Técnica sensible

El crecimiento de las células animales se tiene que realizar en estrictas condiciones de
asepsia porque su crecimiento es mucho mas lento que el de los contaminantes mas
habituales (hongos, levaduras, bacterias, mico plasmas, etc.). Ademas, las células animales
son incapaces de mantenerse vivas en ausencia de la compleja mezcla de nutrientes

presente en el plasma o en el fluido intersticial. **
b) Cantidad y coste

Producir 1 gramo de células en cultivo cuesta 10 veces menos que obtenerlas a partir del
tejido de un animal. En un laboratorio normal se pueden conseguir hasta 10 gramos de
células sin que se resienta mucho el presupuesto de investigacion. Para producir hasta 100

gramos de células hay que incrementar tanto el instrumental como el personal. [16]

¢) Inestabilidad

Muchas lineas celulares continuas son inestables y adoptan una dotacion cromosdmica
aneuploide, lo que afecta tanto a su velocidad de crecimiento como a su capacidad para
diferenciarse. Es posible, por tanto, encontrar diferencias significativas en la linea celular

de una generacion a la siguiente. La inica manera de evitarlo es emplear lineas estables que
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se resiembran cada determinado tiempo o después de un determinado numero de

generaciones a partir de un stock congelado. *

d) Des diferenciacion e identificacion de las células

Al propagarse la linea celular, las células pierden las caracteristicas fenotipicas propias del
tejido de procedencia. Este fendmeno se denomina des diferenciacion y, entre otras, cosas
se hacen moviles e inician su proliferacion. La relacion entre las células cultivadas y las
células originales del tejido puede perderse. En este caso se necesitan marcadores estables
que permitan identificar la procedencia de las células. En algunos casos es posible revertir
la des diferenciacion, bien por medio de hormonas, bien mediante compuestos quimicos

(ésteres de forbol), pero no esté claro si el estado re diferenciado es equivalente al estado de

. .., . . 22
diferenciacién “in vivo”. [?¥

o Ventajas y desventajas del aislamiento celular
Importantes ventajas se derivan de este modelo tales como:

a) Sureproducibilidad y bajo costo !

b) La posibilidad de estudiar el corazén en ausencia de factores reguladores

. 6
extrinsecos (6]

¢) La facilidad para realizar estudios de isquemia y reperfusion. '

d) Facilidad técnica ¥

e) Accesibilidad de las estructuras **!

f) Ausencia de interferencias Neurohumorales **

g) Controles adecuados 1>

Es una preparacion altamente reproducible que puede ser operado a un costo relativamente

bajo y ofrece una gran cantidad de datos que describen la respuesta del miocardio a

. ’ 2
diversos estimulos. %!

Su principal desventaja es.

a) Es poco fisiologico desde el punto de vista de precarga y postcarga reales y por su

alto flujo coronario. ¥

b) No permite el estudio de respuestas integradas en el organismo completo 1**!
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¢) Estabilidad de las preparaciones **!

36 TECNICA DE LANGENDORFF PARA EL AISLAMIENTO DE
CARDIOMIOCITOS

Oscar Langendorff describid la técnica en 1895. Antes que ¢l, Carl Ludwig en 1846 y Elias

Cyon en 1866 perfundieron corazones de rana. [’

Entre los modelos y las preparaciones empleados en la investigacion cardiovascular, se
encuentran los basados en la utilizacion de células aisladas y tejidos y estructuras en bafios
de organos. El sistema de Langendorff permite el estudio directo del corazdn aislado y
perfundido aplicando diversas técnicas tanto sin someter al corazén a un trabajo como con

una carga controlada. *¥

El método de Langendorff para estudiar corazones aislados fue descrito a finales del siglo
XIX. Permite el estudio de los fendmenos sin influencias Neurohumorales y en condiciones
controladas, accediendo directamente a las zonas de interés. La perfusion miocardica se

, , . . , 24
efectia a través de las arterias coronarias que se rellenan retrogradamente. ¥

La preparacion de Langendorff es una técnica experimental de 6rgano aislado. Su principio
basico consiste en perfundir las arterias coronarias a través de una canula de perfusion
retrograda insertada en la aorta. Cuando se alcanza una presion adecuada del liquido
nutriente se cierra la valvula aortica y se desvia el flujo hacia los orificios de las coronarias,
de modo que se perfunde la masa ventricular y el corazon late en vacio. Gracias a este tipo
de preparacion y sus predecesores en anfibios se han logrado importantes avances en la
comprension de la fisiologia cardiaca, tales como la ley de Frank-Starling, el papel del
calcio en la contraccion cardiaca, la transmision quimica del vago, el fendmeno escalera

(treppe) y la cardioplejia inducida por potasio, entre otros. L6]

La isquemia miocéardica puede producirse tras la ligadura de una arteria coronaria o
reduciendo la oxigenacion del liquido nutricio. Se utilizan corazones de distintas especies
que abarcan desde la rata hasta animales grandes. Tras la extraccion del corazon, se canula
la aorta seccionada en su porcion ascendente y por ella se suministra el liquido nutricio que,

desde los senos de Valsala y por las coronarias, irriga el miocardio y es drenado al exterior
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por el sistema venoso cardiaco. La presion de perfusion (entre 60 y 80 mmHg) o el flujo
(entre 1,5 y 2,5 ml/g) se mantienen constantes y la oxigenacion del liquido nutricio se
efectia con una mezcla de O2 (95%) y CO2 (5%). Este liquido contiene las proporciones
adecuadas de electrolitos y glucosa (solucion de Krebs-Henseleit, solucion deTyrode, etc.)
y puede complementarse con albumina o sangre, especialmente cuando se utilizan

. 24
corazones de especies grandes. 24

El pH se mantiene entre 7.35 y 7.4 y la temperatura, habitualmente, entre 36 y 37°C. En el
corazon aislado y perfundido pueden emplearse electrodos multiples extracelulares, tanto
epicardicos como endocardicos o intramiocardicos, para efectuar estudios cartograficos de
la actividad eléctrica cardiaca y analizar las propiedades electrofisiologicas bdsicas
(refractariedad, conduccion, automatismo), sus modificaciones mediante farmacos, agentes
fisicos, estimulos eléctricos u otros procedimientos, asi como los mecanismos de inicio,

., .. . 24
perpetuacién o cese de las arritmias cardiacas. **!

Si el corazén aislado se encuentra sumergido en suero salino o en el propio liquido nutricio,
puede registrase el equivalente a las derivaciones electrocardio graficas y analizar sus
variaciones ante distintas maniobras o farmacos. La utilizacion de electrodos de succion o
de presion permite obtenerlos llamados potenciales de accidon monofésicos, que guardan

., ;e . ., 24
relacion con las caracteristicas del potencial de accion transmembrana. !

Aunque este sistema supuso un gran avance en el estudio de la fisiologia cardiaca y sigue
siendo ampliamente utilizado en la actualidad, tiene algunas limitaciones y desventajas.
Dado que el corazén se contrae sin realizar trabajo y la presion adrtica se mantiene
constante, se tiene un flujo coronario mas alto de lo normal. No obstante, existen variantes
en las que, mediante diversos dispositivos (balon intraventricular relleno de liquido,
perfusion desde la auricula izquierda con conexion de la aorta a un sistema que regula la
resistencia al flujo, etc), el corazon se contrae con una determinada carga. Ademas, aunque
el liquido nutricio utilizado en la perfusion intenta imitar al plasma sanguineo, €ste no
contiene proteinas, iones naturales, hormonas y otras moléculas que se hallan en la sangre.
Esto ultimo hace que la estabilidad electrofisioldgica y, por tanto, la vida del corazon, esté

limitada a unas pocas horas. %!
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3.6.1. APARATO DE LANGENDORFF

Algunos laboratorios obtienen con éxito cardiomiocitos aislados por digestion enzimatica
sencilla del ventriculo izquierdo en una placa de Petri con cortes y la agitacion del tejido.
Sin embargo, la mayoria cree que la alta calidad cardiomiocitos puede ser mas reproducible
si son aislados por el método de Langendorff, utilizando perfusion retrograda a través de la

aorta con las soluciones que contienen enzimas (Figura 20). %

£
Constant pressure /,’ /
perfusion Y. v

Constant flow
perfusion

¢
—

Figura 20. Aparato de Langendorff. El esquema nos indica las partes fundamentales que

forman parte del aparato de Langendorff, asi como la manera en que debe ser montado.

[LOUCH, 2011]

El aislamiento de cardiomiocitos de animales pequeiios se puede llevar a cabo utilizando ya
sea la presion de perfusion constante, donde las soluciones son suministradas por gravedad,

o con perfusion de flujo constante mediante el bombeo de la perfusion. >

El tamafio de la canula debe ser elegido cuidadosamente en funcion del tamafio de la aorta.
El tamafto tipico de la canula utilizada para ratones es de entre 22 y 16 (0,6-1,3 mm) y para
las ratas de 14 a 8 (1,6 -3,2 mm) en funcion de la edad y el sexo de los animales. Tanto las
canulas de vidrio y metal (disponibles o casera hecha de agujas) se pueden emplear. Una
ranura cerca de la parte inferior de la canula puede ayudar en la obtencion de la aorta si una

ligadura es usada. >




En muchos laboratorios, la temperatura de perfusion se regula a través de una bobina de
calentamiento que rodea el tubo de perfusion (Figura 23). Si bien existe una considerable
variabilidad en la temperatura que se utiliza durante el aislamiento de células, asi como
muchos otros utilizan una temperatura de 36 - 37°C. Sin embargo, algunos investigadores
prefieren utilizar temperatura ambiente y un tiempo mas largo de la perfusion
(comunicacion personal). La temperatura se obtiene ya sea en el extremo de la canula o en

la superficie del corazén. %!

Antes de la diseccion y la canulacion del corazon, el sistema de perfusion se debe llenar de
solucion y se eliminan las burbujas de aire, ya que es critico para evitar que las burbujas
entren en la aorta durante la perfusion. Una camara de goteo también se puede incluir en el
aparato de Langendorff para recoger las burbujas que aparecen cuando se cambia entre las

. 12
soluciones. ['*!

En el montaje original descrito por Langendorff, la cdnula aodrtica se encuentra conectada
al corazodn, el cual se aloja en un pequeo recipiente. La canula esta conectada a través de
un tubo al reservorio donde se encuentra el fluido de perfusion (sangre en la preparacion
original). Este reservorio se llena desde un recipiente ubicado sobre ¢l. Tanto el reservorio
como el recipiente pequefio estdn dentro de un bafio con agua a temperatura constante; la
temperatura determinada se alcanza mediante un mechero de Bunsen. La presion de
perfusion es regulada con precision por un sistema compuesto por un mandémetro conectado

a una valvula. La presion de perfusion se genera desde una botella. !

3.6.2 USOS DEL APARATO DE LANGENDORFF

El sistema de Langendorff permite el estudio directo del corazén aislado y perfundido
aplicando diversas técnicas tanto sin someter al corazén a un trabajo como con una carga

controlada. **!

Ademés de que también se puede usar para estudios fisioldégicos o farmacologicos de

organo aislado

El aparato de perfusion aislada de Langendorff ha dado lugar a algunos de los

descubrimientos mas fundamentales de la fisiologia cardiaca, patologia y farmacologia. La
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versatilidad de este modelo permite su uso con una variedad de especies de bajo una

variedad de condiciones normales y patologicas. 12

4. DISENO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL Y EQUIPO
o MATERIAL BIOLOGICO

Ratas Wistar (Hembra/Macho) del bioterio de la FES-Cuautitlan.

1. Pentobarbital

2. Heparina

3. Solucién Tyrode
e NaCl[137 mM]
e KCI[5.4 mM]

e MgCL[1 mM]

e HEPES [10 mM]
e Glucosa [10 mM]

4. Proteasa

5. Colagenasa

6. Albimina

7. Solucion de calcio
8. Agua destilada

MATERIALES

1. Hilo quirtrgico (Para oclusion)

2. Material de vidrio

3. Cajas petri para aislar el corazéon
4. Instrumental quirargico

5. Balanza granataria para animales
6. Espatulas
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7. Tubos de centrifugacion

8. Porta objetos

EQUIPO

1. Aparato de Langendorff

2. Balanza analitica
3. Agitador magnético
4. pH-metro

5. Centrifuga

6. Microscopio

4.2 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PARA EL AISLAMIENTO DE
MIOCITOS

o Solucion Tyrode

Se llevan a cabo los calculos pertinentes para obtener la cantidad de mg, g o mL necesarios
para preparar 200 mL de soluciéon Tyrode, una vez obtenidos, se procede a prepararla. Se
agrega cada uno en agua destilada que esta en agitacion constante, posteriormente se lleva a

un pH de 7.3 —7.4, con NaOH.
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Diagrama de flujo: Preparacion de solucion Tyrode

Preparacidn de solucian Tyrode

|

Se preparan 200 mL
de solucidn Tyrode

)

Realizar los célculos Se agrega cada Mantener agitacidn
pertinentes para | reactivo en agua —»| constante y llevar a un pH
destilada de 7.3 - 7.4 con NaoH

cada reactivo

o Solucidon de colagenasa, proteasa y albumina

Se disuelven de 2.5 - 3 mg de Proteasa y de 13 - 15 mg de Colagenasa en 100 mL de

solucion Tyrode, de igual manera se pesan 100 mg de Albiimina y se disuelven en 100 mL

de solucién Tyrode.

Por otro lado se preparard una solucion Tyrode con 1 mL de glucosa, el cual se mantendra

en refrigeracion, hasta ser utilizado.
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Diagrama de flujo: Preparacion de las soluciones de Proteasa, Colagenasay
Albumina (Solucion enzimética)

Preparacion de la solucidon de colagenasa,
proteasa y albdmina.

JR N T

Pesar de 2.5 - 3 mg FPesar de 13 - 15 mg Pesar 100 mq
de proteasa de colagenasa de Albdmina
W W
Disolver en 100 mL de Disolver por separado en 100 mL
solucidn Tyrode de solucidn Tyrode

T~

Preparar 100 mL de solucién Tyrode
con 1 mL de glucosa

Mantener en refrigeracion
hasta ser empleado

—>

o Soluciones de Calcio a diferentes concentraciones

Previamente se prepara una solucidon de calcio al .5 M, a partir de ésta se preparan las
soluciones de calcio requeridas a diferentes concentraciones, las cuales son: 0.1, 0.5,y 1 M

de 50, 30 y 20 mL respectivamente, para lograrlo se realizan los calculos pertinentes.

4.3 PREPARACION DEL EQUIPO DE LANGENDORFF

Antes de utilizar el aparato, se debe llevar a cabo el lavado de éste, mediante la perfusion
de agua destilada, por lo menos 2 veces, una vez terminada, se procede a transfundir
solucion Tyrode (recordar cerrar la llave de paso), se repite el proceso 1 vez mas,
posteriormente se abre la llave, regulando la corriente. Antes de montar el corazon se debe
llenar el sistema de perfusion con solucion Tyrode, cuidando que no tenga burbujas de aire.
Se debe tener cuidado de mantener constante la presion de perfusion, y el flujo mediante el
bombeo de perfusion, ademads de la temperatura, la cual debe estar entre 36 — 37°C, esto a

través de un depoésito de calentamiento. Cada solucion transfundida debe pasar por la
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tuberia que conduce a la cénula, en el cual estara montado el corazén a través de la aorta y
se recogen en un vaso precipitado. Una vez terminado el enjuague del aparato, se procede a

llevar a cabo el montaje del corazon.

Diagrama de flujo: Preparacion del equipo de Langendorff

Preparacidn del equipo de Langendorff

l

Previamente realizar el lavado Realizar perfusidn de agua
del aparato destilada, minimo 2 veces

Cerrar llave de paso

Transfundir solucidn Tyrode,
repetir minimo 1 vez

Abrir llave de paso

Llenar el sistema con solucidn Tyrode 3 Mantener constante la presion de perfusian,
cuidando que no tenga bubujas el flujo v la temperatura (36 - 379)

Recoger cada solucidn transfundida
en un vaso deprecipitado

4.4 AISLAMIENTO DE CARDIOMIOCITOS POR LANGENDORFF

Para la oclusion de la arteria coronaria se utilizaran las ratas Wistar, a las cuales se les
administrard por via intraperitoneal, 300 1g de Pentobarbital esto con el fin de anestesiarla
y 200 pg de Heparina, para evitar que la sangre se coagule. Al momento de alcanzar el

estado de anestesia, se lleva a cabo la extraccion del corazon.
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Se hace una incision en la linea media desde el abdomen hasta el cuello, retirandose el
esternon por completo y exponiendo toda la cavidad toracica. Se identifican las venas cavas
superior e inferior y se separan con hilo de oclusién. Rapidamente se retira el corazon de la
cavidad, teniendo especial cuidado de cortar la aorta de manera que se pueda introducir la
canula de perfusion sin riesgo de ocluir el orificio de las coronarias o atravesar la valvula

aortica.

Previo a la introduccion de la canula, ésta se purga durante algunos minutos para garantizar
la ausencia de burbujas de aire en el sistema y la salida de liquido de perfusion a la
temperatura adecuada. Después de haber retirado el corazon, se lava con solucion Tyrode
para eliminar la sangre que se tenga presente. Se introduce la canula, se fija con un hilo
para oclusion lo cual facilita la colocacion definitiva del corazon. La actividad cardiaca se
normaliza a los pocos segundos, se deja perfundir durante aproximadamente 5 min con

solucion Tyrode.

Posteriormente se perfunde durante 30 min aproximadamente en solucion enzimatica (que
contiene colagenasa y proteasa). Seguidamente ya con el corazén perfundido se realiza una
indigestion mecdanica, la cual consiste en hacer una incision, para fraccionar los ventriculos
en pequefios fragmentos, los cuales se hacen pasar por una malla de filtracion celular y se
centrifuga durante aproximadamente 2 min a 800 rpm, de esto se obtiene el pellet y se
suspende en solucion Tyrode en una serie de tubos, los cuales tendrdn una concentracion

variante de calcio (0.1 mM, 0.5 mM hasta 1.0 mM).
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Diagrama de flujo: Aislamiento de cardiomiocitos por Langendorff

Aislamiento de cardiomiocitos por Langendorff
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4.5 CONTEO DE % DE CARDIOMIOCITOS OBTENIDOS

Después de realizar el aislamiento de miocitos, se llevara a cabo el analisis de densidad
celular, éste se realiza dividiendo por 3 cuadrantes la imagen obtenida, contabilizando el
total de células en cada uno, asi como la cantidad de miocitos obtenidos. Una vez que se
tiene el dato anterior, se obtiene el % de cardiomiocitos y células muertas obtenidas

totalmente en los 3 cuadrantes.

Diagrama de flujo: Conteo de cardiomiocitos

DENSIDAD CELULAR

W

Dividir en 3 cuadrantes
la imagen

l

Contabilizar el ndmero
de células obtenidas
en cada cuadrante

ki

Obtener el % de cardiomiocitos —_— Realizar los graficos
v células muertas correspondientes
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5. RESULTADOS

5.1 DENSIDAD CELULAR

Figura 21. Imagen representativa de las células aisladas mediante la técnica de

Langendorff. Se pueden apreciar las células obtenidas al llevar a cabo el aislamiento de

cardiomiocitos, con solucion Tyrode.

Tabla 1. Resultados del conteo de las células totales por cuadrante. Solucién Tyrode.

Cuadrante Células totales Miocitos % Miocitos % Células
muertas

79.37 20.63
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En la grafica 1 se muestran los resultados del % de cardiomiocitos obtenidos, en funcion
del tipo de células localizadas. Se observa que se tiene mayor efectividad en cuanto a la

obtencion de miocitos en comparacion con el porcentaje obtenido de células muertas.

100 +

90 -

80 -

70 -

60 -

% Cardiomiocitos

50 -

40 -+

30 A

20 A

1

Miocitos Células muertas

Tipo de células

Grafica 1. Tipos de células localizadas. Se expresan los resultados en % de

cardiomiocitos vs cada tipo de células (Miocitos y Células muertas)
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Figura 2. . Imagen representativa de las células aisladas mediante la técnica de
Langendorff. En la siguiente imagen se pueden apreciar las células obtenidas al llevar a

cabo el aislamiento de cardiomiocitos, con solucion Krebs.

% Células

muertas
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En la grafica 2 se muestran los resultados del % de cardiomiocitos obtenidos, esto en
cuanto a la imagen 2, en funcion del tipo de células localizadas. Se observa que se tiene
nula efectividad en cuanto a la obtencion de miocitos, mientras que la obtencion de células

muertas fue mayor.

120 -+

100 -

80 -

60 -

40 -

% Carrdiomiocitos

20

Miocitos Células muertas

Tipo de células

Gréfica 2. Tipos de células localizadas. Se expresan los resultados en % de

cardiomiocitos vs cada tipo de células (Miocitos y Células muertas)
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En la grifica 3 se muestran los resultados del % de efectividad de la obtencion de
cardiomiocitos, esto en cuanto a la comparacion de las soluciones fisiologicas cardiacas
utilizadas en el aislamiento de miocitos. Se observa que la solucion Tyrode tiene mayor
efectividad en cuanto a la obtencién de miocitos, mientras que la obtenciéon con solucién

Krebs, fue nula.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 A
0_

% Efectividad

Soln. Tyrode Soln. Krebs
Tipo de solucion fisiolégica

Gréfica 3. Comparacion de las soluciones fisiologicas. Se expresan los resultados en %

de efectividad en cuanto a la obtencion de miocitos.
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5.3 DESCRIPCION MORFOLOGICA

Figura 4. Se observan cardiomiocitos sin vida, asi como algunos cardiomiocitos, sin
embargo estos no se encuentran con vida y presentan apoptosis, ademas de que no tienen la

conformacion tipica. Resultados obtenidos con solucion fisioldgica cardiaca Krebs.

«*1 Células muertas

i dCelulas estriadas
que presentan apoptosis
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Figura 5. Se observan cardiomiocitos con conformacion tipica apantalonados y fragmentos
celulares de fibroblastos y posiblemente miocitos. Resultados obtenidos con solucion

fisioldgica cardiaca Tyrode.

Células muertas

4 Cardlomlocltos

;

:ﬂ.\fﬁg il

6. ANALISIS DE RESULTADOS

Los miocitos, son células terminales, es decir que no pueden proliferar en medios de cultivo
y Unicamente mantienen sus funciones vitales, por lo que se llevo a cabo el aislamiento de
miocitos por la técnica de Langendorff, la cual se fundamenta, con la perfusion del corazén
con una solucidn fisiologica cardiaca. Como se puede observar en la grafica nimero 3
—Comparacion de las soluciones fisioldgicas™ se quiso evaluar el efecto de 2 tipos de
solucion cardiacas, la solucion Tyrode y soluciéon de Krebs, para conocer cual de éstas
obtiene el mayor rendimiento integrado de los miocitos cardiacos aislados. Observandose
un % de 93.12 en solucion Tyrode y de 0 en solucion Krebs. Esto se puede deber a que la
solucion de Krebs, es utilizada para la perfusion en el estudio de 6rganos o tejidos in vitro
en el llamado bafio de 6rganos, ésta contiene componentes i6nicos de un buffer de fosfatos,
ademas de que necesita un balance de O, y CO, para mantener el pH. Esta solucion
mantiene la presion osmotica del tejido, manteniendo con menores alteraciones
biomecanicas, lo que permite que el corazdn siga latiendo, cabe mencionar que la solucién
de Krebs contiene una concentracion de calcio de 1 mM lo que favorece la contraccion del

miocardio.
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Por otra parte la solucion Tyrode que se oxigena con O,, contiene las proporciones
adecuadas de electrolitos y glucosa, que puede complementarse con albmina %, sin
embargo ésta solucion contiene HEPES que es un buffer organico, utilizado en cultivos
celulares, y que es bueno manteniendo el pH fisioldégico atn con cambios en la
concentracion de didoxido de carbono, por lo tanto no requiere necesariamente del balance
de O,y CO,, s6lo es necesario oxigenarla. Ademas de que dicha solucion fisiologica esta
libre de calcio, lo que mantiene a la célula en un potencial de reposo e impide los latidos

cardiacos y menores alteraciones biomecanicas lo que favorece a una mejor disgregacion de

las células.

Las técnicas de aislamiento implican tratamientos agresivos con enzimas proteoliticas como
colagenasa, tripsina o proteasa, y esta ultima es extremadamente activa sobre los miocitos
cardiacos. Hasta el momento, la disociacion enzimatica es la mejor aproximacion para
obtener miocitos aislados, pero no existe un protocolo Unico que permita obtener un
rendimiento elevado de miocitos vivos (viables) que muestren respuestas fisiologicas
estables. 127!

Las células mononucleares se pueden liberar de los tejidos blandos

mediante hidrdlisis enzimatica con enzimas como la colagenasa, tripsina o pronasa, que

degradan la matriz extracelular.

Durante la disgregacion celular, se utilizaron diferentes enzimas, la colagenasa Il y la
proteasa IV, la cual no provoca una disgregacion total pero es menos daifiina para las células
a comparacion de la tripsina. La proteasa es una enzima proteolitica que actia rompiendo
los enlaces que unen a los aminoacidos de las proteinas facilitando su digestion. Debemos
recordar que las proteinas son aquellas que ayudan a mantener y reparar los tejidos. Esta

enzima convierte una molécula de mayor tamafio a una de menor.

La matriz extracelular cardiaca esta integrada principalmente por coldgeno fibrilar y no
fibrilar, asi como por fibras de laminina y elastina, proteoglicanos e integrinas. El colageno
fibrilar sirve de andamiaje estructural para los cardiomiocitos y la vasculatura intra
miocardica, a la par que confiere al tejido miocardico la rigidez que lo hace resistente a la
deformacion durante el ciclo cardiaco. Ademas, el coldgeno fibrilar conecta los elementos

contractiles de los cardiomiocitos adyacentes, actuando asi como un transductor de la
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contraccion del musculo cardiaco hacia la camara ventricular 2

, Tazén por la cual se
utilizo la enzima colagenasa II, la cual se encarga de la degradacion del colageno tipo I,
este tipo de colageno estd presente en los tendones y su principal funcién es dar

estiramiento y resistencia al organismo.

Ademas de haberse utilizado enzimas para llevar a cabo el aislamiento de miocitos, se
utilizé la albamina, que tiene la capacidad de transportar agua, calcio, cobre y también
sustancias no solubles en agua; asi como 4cidos biliares, AG, bilirrubina, fenoles,
aminodcidos aromaticos y sus derivados. Su funcidn en los miocitos aislados es formar una
capa proteica entre ellos que impida la accion de las enzimas proteoliticas (esto es porque la

albumina se agrega cuando ya tenemos los miocitos aislados).

Existen biomarcadores que son considerados como moléculas, proteinas o enzimas
medibles en plasma, que proporcionan un valor diagndstico y pronostico independiente que
refleja un estado de enfermedad o trastorno subyacente, éste tipo de biomarcadores pueden

ayudar a la determinacion de miocitos )

, vya que cuando los miocitos se necrosan, o
sufren dafio celular importante, pierden la integridad de la membrana y permiten el paso de
macromoléculas al tejido intersticial, desde donde son absorbidas por los capilares y el
sistema linfatico, alcanzando finalmente la circulacidon sistémica. Estas macromoléculas
liberadas de los miocitos reciben el nombre de marcadores biologicos de daio
miocardico %, esto puede ser utilizado en un futuro o bien se parte de otras
investigaciones. Para corroborar que las células muertas corresponden a cardiomiocitos o a
fibroblastos, es necesaria la evaluacion inmunohistoquimica de un marcador membranal o

celular.

7. CONCLUSIONES

e En base a los resultados obtenidos en cuanto a la comparaciéon de soluciones
fisiologicas, se determina que la solucion Tyrode tiene mejor eficiencia en cuanto a
la obtencion de miocitos, por diferentes caracteristicas.

e Otro de los objetivos de la investigacion era determinar si el aislamiento es mejor
que el cultivo de miocitos, lo cual es cierto ya que permite una mejores resultados,

ademads de ser una técnica de menor costo y mejor reproducibilidad, ademas de que
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los miocitos son células terminales, lo que indica que no se pueden proliferar por lo
cual dificultaria llevar a cabo un cultivo.

e La técnica de Langendorff es un método que puede ser utilizado para varios fines,
esto se puede lograr considerando los factores establecidos, por se llega a la
conclusién de que en futuras experimentaciones pueda ser de mejor eficiencia, y

permitiria el excluir el uso de animales de laboratorio.
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