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Abstract

Theischemia-reperfusion modelisan experimental pathway to reproduce the characteristics
of an acute cardiac ischemic event. Our aim was to validate the Langendorff isolated rat
heart model. The hearts were harvested and connected to a perfusion system to assess
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tissue viability, and we performed two perfusion rate protocols: 10.5 and 12.0 mL/min. On
the other hand, the ischemia induction was assessment by perfusion suppressing or oxygen
deprivation in the perfused solution. Cardiac parameters were obtained at 30 minutes,
just before ischemia was induced (suspension of perfusion or oxygen deprivation). These
parameters were also obtained at 70 and 120 minutes of the experiment. In all cases, a
control group was used, where perfusion and oxygenation were kept continuous. For the
determination infarct area (percentage), we found that this value was approximately 5% for
both controls. In suspension-induced ischemia group by of perfusion at 10.5 mL/min rate
was 22% meanwhile 38% was observed at 12 mL/min rate. When the ischemia was induced
by oxygen deprivation, we observed that at 10.5 and 12 mL/min perfusion rate, the infarct
areas was 44% and 58%, respectively. We conclude that tissue viability is more stable at
a perfusion rate of 10.5 mL/min, and that ischemia is more reliably when oxygenation is
supressed.

Keywords: Standardization, ischemia, reperfusion, Langendorff, infarct area.

Resumen

El modelo de isquemia-reperfusion representa una via experimental para reproducir las
caracteristicas de un evento isquémico cardiaco agudo. Nuestro objetivo era validar el
modelo Langendorff en corazén aislado de rata. Extrajimos el corazén y lo conectamos
a un sistema de perfusion para evaluar la viabilidad del tejido, en donde modificamos la
velocidad de perfusién (10.5 y 12.0 mL/min) y por otra parte, la induccién de la isquemia,
que se realizé mediante la suspension de la perfusiéon o la deprivacion del oxigeno en la
solucion perfundida. Los parametros cardiacos controles se obtuvieron justo antes de
generar la isquemia y los 70 y 120 minutos de iniciada la perfusién. En todos los casos,
mantuvimos un grupo control donde la perfusidon fue continua, igual que la oxigenacién
del tejido cardiaco. En la determinacion del % de area de infarto se encontrd que este
valor fue de aproximadamente 5% para ambos controles. En la isquemia inducida por la
suspension de la perfusion la velocidad de 10.5 fue de 22% y un 38% en la velocidad de 12
mL/min. Cuando la isquemia fue inducida por deprivacién de oxigeno los grupos de 10.5y
12 ml/min indujeron un 44% y 58%, respectivamente.Logramos concluir que la viabilidad
del tejido es mas estable cuando se perfunde a una velocidad de 10.5 mL/min, y que la
isquemia se alcanza con mayor fiabilidad cuando se interrupe de la oxigenacion del tejido.

Palabras claves: Estandarizacién, isquemia, reperfusion, Langendorff, area de infarto
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1. INTRODUCCION

Podemos denominar al método de Langendorff de corazon aislado, como la perfusidon
de las arterias coronarias de un corazéon por una solucién nutricia y oxigenada que fluye
retrogradamente desde la aorta [1]. Este método fue establecido en 1897 por Oscar
Langendorff y sus experimentos se llevaron a cabo principalmente utilizando corazones de
gatos, pero también de perros y conejos. [2]. Con el tiempo el método de Langendorff de
corazon aislado se ha convertido en el modelo estandar para la ensefianza y la investigacion
cardiovascular basica, realizando aportes sobre temas como la regulacién de la funcion
cardiaca, flujo coronario y el metabolismo cardiaco [3].

En este modelo, el corazdn extraido de un animal anestesiado, se canula y conecta a
un aparato de perfusion. El sistema permanece conectado a un bomba que perfunde la
solucion nutricia, burbujeada continuamente con carbogeno (95% O, y 5% CO,), desde un
reservorio, pasando a traves de tubos termostatizados a 37 ° C, hasta el tejido aislado [1].

A partir este modelo obtenemos parametros fisioldgicos, morfoldgicos y bioquimicos,
gue pueden ser modificados a través de intervenciones farmacolégicas. Adicionalmente,
el modelo de Langendorff permite facilmente derivaciones protocolares para reproducir
procesos isquémicos y arritmias, lo que tambien permite valorar las acciones de farmacos
y diferentes compuestos sobre estas patologias. (4).

Entre las desventajas de este método cuentan que la preparacion requiere habilidad y
delicadeza debido que el corazén es vulnerable a las contusiones. [2].

2. METODO

A. Modelo animal

El estudio utilizé ratas Wistar albinas con un peso entre de 250 a 300 g, provenientes
del Bioterio del Instituto de Investigaciones Cientificas de Alta Tecnologia (INDICASAT-AIP).
Los animales se mantuvieron a una temperatura de 21 £ 2°C y con un ciclo normal de
12 horas de luz/oscuridad. Este estudio fue realizado siguiendo las normas de manejo de
animales recogida en la guia titulada “Guide for the care and use of laboratory animals” y
el protocolo fue aprobado por el Comité de Bioetica de la Universidad de Panama ( Nota
No CBUP/153/2020).

B. Extirpacion del corazén

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg) y anticoagulados
con heparina sédica (500 U/kg). Una vez comprobado el plano anestésico en el animal,
abrimos la cavidad abdominal realizando una incision transversal. El diafragma se secciond
y se hicieron incisiones laterales a lo largo de la caja toracica. El corazén se separd, haciendo
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un solo corte con las tijeras a través de este punto y del tejido conectivo que fija al corazon.
Seguidamente, el corazdn se colocd en un vaso que contenia solucion amortiguadora de
Krebs-Henseleit helada. Por ultimo, la aorta del corazén se canuld y se conectd al sistema
de perfusion. [5].

C. Modificaciones protocolares para controlar viabilidad e inducir la isquemia

Entra las variables modificadas estan la velocidad de perfusion, que se harelacionado con
la viabilidad del corazén. Con base a estudios previos (datos no publicados), seleccionamos
las velocidades de 10.5y 12 ml/min para ser empleadas en la perfusién del corazén aislado.
Considerando ambas velocidades, establecimos grupos controles y grupos en los que se
induce isquemia reperfusion. La induccion de la isquemia, que se relaciona con el dafio
asociado a la isquemia reperfusién, se produjo mediante la suspensién de la perfusién (SP)
o por la deprivacion de oxigeno (DO) en la solucidn perfundida.

En todos los protocolos se mantiene un grupo control, donde los corazones son
perfundidos de forma continua y con solucion oxigenada durante 120 minutos, mientras
que, el grupo isquemia reperfusion, se estabiliza perfundiendolo durante los primeros 30
min, seguido por un periodo de isquemia por SP o DO de 30 min., para proceder al periodo
de reperfusidon durante una hora.

D. Determinacion de los parametros cardiacos

El registro de los datos fue por medio de un balén de latex, insertado en el ventriculo
izquierdo a través de la valvula mitral y conectandolo a un transductor de presién. Para
todos los corazones, cambios en la presion desarrollada en el ventriculo izquierdo (PDVI) y la
frecuencia cardiaca (FC) se registraron continuamente utilizando un sistema de adquisicion
de datos PowerlLab v8. Ademas, se logrd calcular otros valores de la funcionalidad cardiaca
como lo son el MaxdP/dt (indicador de la contracciéon miocardica), MindP/dt (indicador de
la relajacién miocdrdica) y el doble producto que nos indica el trabajo cardiaco total. [6].

E. Determinaciones histoldgicas del corazén

Una vez concluida la fase de I/R, los corazones fueron sometidos a un proceso de
fijacidon y tincidn. El corazon se congeld y obtuvimos secciones desde el apice hacia la
base del corazén, las cuales fueron tratadas con TTC al 1% durante 15-20 minutos y se
fijaron con formaldehido al 10% durante 20 min. Las secciones teilidas se fotografiaron
bajo estereosopio y, utilizando el software Image J®, se trazaron las zonas de infarto y se
calcularon las areas respectivas en términos de pixeles [ 7].
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3. RESULTADOS

A. Determinacion de los parametros cardiacos

Cuando el tejido fue perfundido a la velocidad de 10,5 mL/min, observamos que la
presidon desarrollada por el ventriculo izquierdo (PDVI), se mantuvo constante a lo largo
del experimento con valores aproximados de 80,00 mmHg. Sin embargo, la perfusion a
una velocidad de 12 mL/min genera un estrés que empobrece el desarrollo de la PDVI y
observamos que esta se reduce en el tiempo y pasa de un valor control de 79,01 a 61,14
mmHg a los 120 minutos. En contraste, la viabilidad del tejido se mantiene cuando se
perfunde a 10,5 mL/min (79,06 a 82,36 mmHg control y 120 minutos, respectivamente).
Autores como Liuy col. (2018) reportan valores de PDVI similares a los obtenidos en nuestro
estudio [8]. Al valorar el impacto que sobre este parametro poseen las intervenciones para
generar I/R, observamos que la DO redujo la PDVI. En este grupo el valor control, antes de
inducir la isquemia, fue de 95,71 £ 11,87 mmHg y disminuyd hasta 47,52 + 10,65 mmHg al
minuto 70 cuando la perfusién se realizo a 10,5 mL/min. (Fig 1A).

El doble producto (DP) se encuentra disminuido en los procesos de isquemia reperfusion
[9] y esto quedd demostrado en la DO del corazén perfundido a la velocidad de 10.5mL/min,
en donde, al minuto 70, disminuyd hasta un valor de 10361 £ 2260, en comparacion con
el control que mantiene un valor de 22391 + 2286 (Fig 1C). En la figura 1D se representan
los resultados del doble productos para corazones sometidos a una perfusién a 12 mL/
min. Evaluando este parametro, volvemos a observar como el estrés inducido por una
elevada velocidad de perfusion genera una reduccion del trabajo cardiaco en el tiempo,
enmascarando el efecto de la induccién de la isquemia por DO (Fig 2). Autores como Liu y
col (2018) reportan valores de DP parecidos a los nuestros [8].

Durante la isquemia se genera una disfuncion y muerte de los cardiomiocitos
empobreciendo la contractilidad, parametro que en nuestro estudio es valorado
a través de la determinacion del Max dP/dt. Con la perfusion de 10,5 y 12 mL/
min, al minuto 70 y en los protocolos de DO, se refleja una reduccion significativa
del Max dP/dt, hasta valores de 1580,71 + 365,48 y 1488,26 + 318,38 mmHg/s,
respectivamente, frente a los valores promedios desarrollados en el control (2978
+ 262 mmHg/s). Este hallazgo a todas luces es un dato indicativo del proceso
isquémico (Fig 2Ay 2B). (Fig 3). Hallazgos similares han sido publicados por otros
autores [10].

La relajacién miocardica es un parametro relacionado al Min dP/dt, que al igual que
el Max dP/dt se afectan en los procesos isquemico cardiacos. En nuestro estudio, quedo
registrado una reduccidon de este parametro al minuto 70 en el protocolo de DO, alcanzando
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un valor de -969,97 + 180,59 mm Hg/s. mientras que el valor del control fue de -1831 + 190
mm Hg/s.(Fig 2Cy 2D) Se han publicado valores de Min dP/dt parecidos a los obtenidos por
nosotros [11].
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Figura 1. Efecto del tipo de induccidn de la isquemia sobre la presion desarrollada por el ventriculo
izquierdo en corazones perfundidos a 10,5 mL/min (A) y 12,0 mL/min (B); y sobre el doble producto
cuando la velocidad de perfusion fue de 10,5 mL/min (C) y 12,0 mL/min (D) * p<0,05 frente al control.
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Figura 2. Efecto del tipo de induccidn de la isquemia sobre el Max dP/dt en corazones perfundidos a
10,5m L/min (A) y 12,0 ml/min (B); y sobre el Min dP/dt cuando la velocidad de perfusion fue de 10,5
mL/min (C) y 12,0 mL/min (D) * p<0,05 frente al control.

B. Determinaciones histologicas del corazon

Los corazones controles evidenciaron un 6% de area de infarto. Cuando se inducia la
isquemia por SP en la velocidad de 10,5 mL/min se generd un 22% y un 38% de area de
infarto en la velocidad de 12 mL/min. En cambio el protocolo de DO los grupos de 10,5y 12
indujeron un 44% vy 58% de area de infarto, respectivamente. .(Fig 3)

r N
|

10.5 ml/min

D\ ‘ I 12.0 ml/min =
l l ool [T TR ———_ P —
Susp. de Dep. De
Control perfusién oxigeno

B RESULTADOS

Figura 3. Cortes histoldgicos tefiidos con TTC para determinar el area de infarto
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3. CONCLUSIONES

Se ha estandarizado una via experimental valida para reproducir las caracteristicas de un
evento isquémico cardiaco agudo mediante el método de corazén aislado de Langendorff, la
cual se podria traducir en una herramienta que funcione para busqueda de nueva terapias
para el tratamiento de esta enfermedad. Este estudio concluye que, bajo las condiciones
de nuestro laboratorio, cuando se perfunde a una velocidad de 10,5 mL/min la viabilidad
del corazén se mantiene durante el tiempo del experimento. Ademas, la privacion del
oxigeno al tejido cardiaco logra inducir una isquemia significativa que se refleja en un 44%
de area de infarto obtenida con este protocolo. La puesta a punto de esta técnica nos ha
permitido establecer una nueva linea de investigacion de Ciencias Biomédicas con enfasis
en la Farmacologia cardiovascular, que buscara aportar informacidon que se extrapole al
manejo y terapéutica de las cardiopatias isquémicas en nuestro pais.
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