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Introducción. Estudiamos las alteraciones producidas
en la función sistólica y diastólica del ventrículo izquierdo
tras aplicar un protocolo de criopreservación a temperatu-
ra subcero sobre corazón de conejo aislado, utilizando
como agente crioprotector el polietilenglicol de PM 4.000
al 5%.

Material y método. Usamos el CP-16 como solución
crioprotectora en el corazón explantado en tres fases: in-
ducción, almacenamiento y recalentamiento. Tras 60 min
a –1,6 °C y recalentado a 2,7 °C/min, el corazón se co-
necta al sistema Langendorff y se perfunde por vía ante-
rógrada con solución de Krebs-Henseleit. Analizamos los
parámetros sistólicos y diastólicos antes y después de la
criopreservación, estableciendo un estudio estadístico
comparativo.

Resultados. Tras la criopreservación encontramos un
aumento estadísticamente significativo (p < 0,05) de los
valores de la presión pico y desarrollada de ventrículo iz-
quierdo con desplazamiento de la curva de función ventri-
cular hacia arriba y la izquierda, lo que indica una mejora
de la función sistólica. Sin embargo, en la función diastó-
lica se observó un empeoramiento, con un aumento esta-
dísticamente significativo (p < 0,05) de la rigidez media,
descenso de la rigidez diferencial con p < 0,05 y despla-
zamiento hacia arriba y la izquierda de la curva diastólica
de presión-volumen.

Conclusiones. Según nuestros resultados concluimos
que: a) el polietilengliol de PM 4000 al 5% mantiene la
viabilidad biológica del corazón durante el protocolo de
criopreservación a temperatura subcero, y b) tras la crio-
preservación se produce un empeoramiento de la función
diastólica de ventrículo izquierdo con mejoría de la fun-
ción sistólica.

Palabras clave: Criopreservación. Polietilenglicol. Sís-
tole. Diástole.

(Rev Esp Cardiol 2000; 53: 1189-1194)

Cardiac Cryopreservation at Subzero Temperatures:
Study of Systolic and Diastolic Function

Background. We studied the alterations produced in
left ventricular systolic and diastolic function after appl-
ying a protocol of cryopreservation at subzero temperatu-
res. Isolated rabbit hearts were used for the study with
5% polyethylene glycol (PM 4000) being the cryoprotecti-
ve agent.

Material and method. The cryoprotectant solution CP-
16 was used on the explanted heart in three phases: in-
duction, storage and thawing. After 60 minutes at –1.6 °C
and thawing at 2.7 °C/min, the heart was connected to a
Langendorff system and perfused anterogradely with
Krebs-Henseleit buffer. We analyzed the systolic and
diastolic parameters before and after cryopreservation,
thereby establishing a comparative statistical study.

Results. Following cryopreservation we found a statisti-
cally significant increase (p < 0.05) in the peak and deve-
loped pressure of the left ventricle with an upward, left
displacement of the ventricular function curve. This is in-
dicative of improvement in systolic function. However, the
diastolic function showed worsening, with a statistically
significant increase (p < 0.05) in mean stiffness, decrease
in differential stiffness (p < 0.05) and upward, left displa-
cement of the diastolic pressure-volume curve.

Conclusions. On the basis of our results we concluded
that: a) PM 4000 polyethylene glycol maintains the heart
biological viability during cryopreservation at subzero tem-
peratures, and b) after an cryopreservation left ventricular
diastolic function worsens with an increase in systolic
function.

Key words: Cryopreservation. Polyethylenglycol. Systo-
lic-diastolic function.

(Rev Esp Cardiol 2000; 53: 1189-1194)

INTRODUCCIÓN

La preservación cardíaca ha sido y es uno de los te-
mas de mayor interés de la investigación de laborato-
rio y clínica cardiovascular. Esto es debido a la gran
relevancia clínica que tiene el mantenimiento de la
viabilidad de los miocitos, así como su recuperación
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bioquímica y energética tras largos períodos de is-
quemia.

Los métodos actuales (solución cardiopléjica a 8 ºC)
permiten mantener viable al corazón durante cuatro
horas de isquemia. Este tiempo resulta insuficiente
para realizar un trasplante cardíaco cuando el donante
se encuentra geográficamente distante. Si se consigue
aumentar el tiempo de preservación cardíaca, puede
incrementarse el pool de corazones donantes1,2, e in-
cluso formar bancos de órganos si ésta es indefinida.

En teoría, la congelación, al inhibir la actividad me-
tabólica, permite prolongar la preservación de forma
indefinida. Sin embargo, el mantenimiento de un cora-
zón a temperatura subcero conlleva la lesión del mis-
mo por dos mecanismos. Por un lado, se encuentran
las lesiones asociadas al descenso de temperatura (le-
siones crioinducidas) y, por otro lado, las lesiones se-
cundarias a la formación de cristales de hielo3-5.

Los agentes crioprotectores son sustancias muy hi-
drosolubles en agua que modifican considerablemente
las propiedades fisicoquímicas de las soluciones acuo-
sas presentes en la materia viva, ya que disminuyen el
punto de congelación celular, permitiendo el almace-
namiento a temperatura subcero sin la formación de
cristales de hielo6-8.

El polietilenglicol (PEG) es un agente crioprotector
no penetrante que a concentraciones molares reducidas
confiere un efecto crioprotector usando velocidades
lentas de congelación. Ejerce su acción disminuyendo
no sólo la formación de hielo tisular, sino también fa-
voreciendo la deshidratación celular, factor muy im-

portante para la tolerancia a la congelación9-11. Los
malos resultados iniciales hicieron abandonar su uso,
pero con modificaciones en su concentración, veloci-
dad de enfriamiento y temperatura de almacenamiento
se obtienen buenos resultados a nivel experimental, lo
que supone una esperanza para su uso en humanos.

El objetivo de este estudio es realizar un protocolo
de criopreservación sobre corazón aislado de conejo
utilizando como agente crioprotector el PEG de PM
4.000 al 5% y analizar las alteraciones producidas so-
bre la función sistólica y diastólica de ventrículo iz-
quierdo.

MATERIAL Y MÉTODO

Criopreservación

Usamos 20 conejos de la raza New Zeland de peso
medio 2.440 ± 799 g, a los que previa anestesia con
tiopental sódico a 50 mg/kg y anticoagulación con he-
parina sódica al 5% a la dosis de 3 mg/kg, se les prac-
ticó una cardiectomía. El corazón explantado fue co-
nectado al sistema Langendorff a través de una cánula
aórtica. Se perfundió por vía anterograda con solución
de Krebs-Henseleit (KHB) modificada y oxigenada
con carbógeno (95% CO2 y 5% O2) a flujo constante
de 25 ml/min y a 37 ºC. La composición del KHB es
(en mmol/l): 118 NaCl, 25 NaHCO3, 4,7 KCl, 1,2
MgSO4, 1,2 KH2PO4, 11 glucosa y 2,5 CaCl2.

Tras 15 min de estabilización se tomaron los pará-
metros basales y se inció el protocolo de criopreserva-
ción, que dividimos en tres fases: inducción, almace-
namiento y recalentamiento (tabla 1). Usamos como
solución crioprotectora el CP-16, cuya composición es
(en mml/l): 110 NaCl, 14 KCl, 15 MgSO4, 1,2
KH2PO4, 7 glucosa, 0,15 CaCl2, 10 manitol y 0,0125
de PEG de PM 4.000.

La inducción se realizó mediante la perfusión ante-
rógrada a 25 ml/min de CP-16 durante 8 min. Se co-
menzó por 35 ºC y fue disminuyendo 10 ºC cada 2
min, consiguiéndose una velocidad de enfriamiento de
4,6 ºC/min (velocidades intermedias). El almacena-
miento del corazón se realizó en un contenedor isotér-
mico opaco con CP-16 a –1,6 ºC en estado líquido du-
rante 60 min. Y, finalmente, el recalentamiento se
consiguió mediante la inmersión del corazón en un
contenedor con CP-16 a temperatura creciente durante

ABREVIATURAS

PEG: polietilenglicol.
KHB: solución de Krebs-Henseleit.
PPVI: presión pico de ventrículo izquierdo.
PdesVI: presión desarrollada de ventrículo
izquierdo.
Rgm: rigidez media.
Rgd: rigidez diferencial.
Pd: presión diastólica.
VVI: volumen de ventrículo izquierdo.

TABLA 1. Protocolos de criopreservación

Solución
KHB CP-16 KHB

(25 ml/min)

Temperatura (ºC) 37 35 25 15 5 + 0 –1,6 4,5 25 37
Tiempo (min) 30 2 2 2 2 60 5 5 30

Fase Basal Inducción Almacenamiento Recalentamiento Reperfusión

KHB: solución de Krebs-Henseleit; CP-16: solución crioprotectora.
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10 min. Los primeros 5 min la solución estaba a 4,5 ºC
y los últimos 5 min a 25 ºC. Se consiguió una veloci-
dad de recalentamiento de 2,7 ºC/min.

Análisis de la función ventricular

Tanto en situación basal como tras la criopreserva-
ción, el corazón aislado se conectó al sistema Langen-
dorff, donde se perfundió por vía anterógrada con so-
lución KHB oxigenada con carbógeno a 25 ml/min y a
37 ºC. Tras 15 min de estabilización, y fijada la fre-
cuencia cardíaca a 150 lat/min, se procedió a la toma
de parámetros eléctricos, mecánicos, bioquímicos y
morfológicos.

Los parámetros mecánicos se recogieron durante 
8 estadios. Cada estadio se correspondía con el valor
objetivo de presión diastólica, que comenzó por 0
mmHg en el estadio 1 y terminó por 70 mmHg en el
estadio 8. Los incrementos en la presión diastólica ob-
jetivo se consiguieron por aumentos en el volumen de
un balón de látex del número 12 introducido en el inte-
rior del ventrículo izquierdo (VI) a través de la aurícu-
la izquierda. Los aumentos en el volumen del balón
determinaron un aumento de la precarga, que se 
correspondía con aumento de la presión diastólica.

En cada estadio conocimos, por medición directa,
los valores de la presión sistólica, diastólica, media,
presión de perfusión y volumen del ventrículo izquier-
do. A partir de estos datos analizamos la función sistó-
lica y diastólica del corazón explantado.

Para el estudio de la función sistólica calculamos los
valores de la presión pico de VI (PPVI), la presión de-
sarrollada de VI (PdesVI) y realizamos la curva de
función ventricular. La PPVI correspondía a la máxi-
ma presión generada en el VI en las diferentes precar-
gas, mientras que la PdesVI era la diferencia entre la
presión sistólica y diastólica frente a diferentes volú-
menes de balón.

El analisis de la función diastólica de VI se realizó
mediante el estudio de la rigidez media, la rigidez dife-
rencial y la curva diastólica de presión-volumen. La ri-

gidez media (Rgm) se correspondía con los incremen-
tos de presión en relación con los cambios de volumen
acumulado (Rgm = Pd/VVI), mientras que la rigidez
diferencial (RGd) hacía referencia a los incrementos de
presión en relación con cada incremento de presión
(RGd = ∆Pd/∆VVI), donde Pd es presión diastólica y
VVI volumen de ventrículo izquierdo). Ambos se ex-
presan en mmHg/ml.

Análisis estadístico

Realizamos un estudio estadístico comparativo entre
los datos recogidos antes y después de la criopreserva-
ción. Aplicamos una estadística descriptiva de los da-
tos recogidos y calculados, y una inferencia estadística
con: a) comprobación de la proximidad a la normali-
dad de las distribuciones de frecuencia de las variables
a comparar mediante la prueba de Kolmogorov-Smir-
nov, y b) comprobación de medias mediante la prueba
de la t de Student para datos apareados. Para todas 
las pruebas estadísticas se considera significativa una
p < 0,05.

RESULTADOS

Tras la criopreservación del corazón con PEG PM
4.000 al 5% encontramos un aumento estadísticamente
significativo (p < 0,05) de los valores de la presión
pico y desarrollada de VI, en todos los estadios excep-
to en el 2, correspondiente a una presión diastólica ob-
jetivo de 10 mmHg. Sus valores, expresados en
mmHg, quedan reflejados en la tabla 2. Construimos
una curva de función ventricular en la que relaciona-
mos la PPVI con el volumen del VI, encontrando un
desplazamiento hacia arriba y la izquierda (fig. 1).

La función diastólica sufre un empeoramiento tras
la criopreservación debido a una pérdida de elasticidad
por aumento de la rigidez (tabla 3). La rigidez media
sufre un incremento estadísticamente significativo (p <
0,05) de sus valores tras la criopreservación en todos
los estadios excepto en el 1 y el 8, correspondientes a

TABLA 2. Función sistólica durante criopreservación de corazón de conejo aislado

Estadio
Presión diastólica Presión pico VI (mmHg) Presión desarrollada VI (mmHg)

(mmHg) Pre Post p Pre Post p

1 0 29,00 44,50 0,002711* 28,15 43,15 0,002591*
2 10 40,50 47,50 0,083445 30,20 37,30 0,070924
3 20 47,05 56,15 0,023811* 27,40 36,60 0,025161*
4 30 56,95 68,60 0,011172* 26,30 39,20 0,005900*
5 40 67,55 82,85 0,000379* 27,65 42,60 0,000430*
6 50 82,20 92,45 0,008037* 32,05 42,20 0,007951*
7 60 92,10 103,50 0,000554* 32,55 43,20 0,001318*
8 70 97,15 105,40 0,043799* 26,55 34,85 0,042337*

Valores medios de la presión pico y presión desarrollada de ventrículo izquierdo en mmHg para los distintos estadios de medición antes (Pre) y después (Post) de
la criopreservación. *Valores de p con significación estadística (p < 0,05).
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una presión diastólica objetivo de 0 y 70 mmHg, res-
pectivamente. Sin embargo, la rigidez diferencial sufre
un descenso estadísticamente significativo de sus valo-
res (p < 0,05) tras el almacenamiento a temperatura
subcero, en los estadios 4, 5 y 8. Finalmente, en la cur-
va diastólica de presión-volumen observamos un des-
plazamiento de la curva hacia arriba y a la izquierda,
con un comportamiento más homogéneo tras la crio-
preservación, congruente con los datos obtenidos de
los parámetros anteriores (fig. 2).

DISCUSIÓN

La función sistólica o capacidad de contracción
muscular del corazón depende de la integridad de las
fibras musculares, de un correcto acoplamiento entre
la excitación-contracción y una adecuada disponibili-
dad de energía. Las fibras musculares están formadas

por sarcómeros, constituidos por filamentos proteicos
de actina y miosina. La recurrencia cíclica de unión-
separación entre los puentes miosínicos y los puntos
reactivos de los filamentos de actina es lo que determi-
na el proceso de contracción-relajación miocárdica12.

La relación entre la longitud telediastólica de las fi-
bras musculares y el volumen se conoce con el nombre
de Ley del corazón de Starling. Dentro de ciertos lími-
tes, el aumento de longitud de las fibras musculares
determina un incremento de fuerza de contracción que
se acompaña de un aumento de volumen sistólico,
existiendo por tanto una relación entre la longitud de
la fibra muscular y la fuerza de contracción.

En nuestro estudio realizamos una curva de función
ventricular relacionando la presión pico de ventrículo
izquierdo y el volumen del mismo. Encontramos un
desplazamiento de la curva hacia arriba y la izquierda,
junto con un aumento de la presión sistólica y de 

TABLA 3. Función diastólica durante criopreservación de corazón de conejo aislado

Estadio
Presión diastólica Rigidez media (mmHg/ml) Rigidez diferencial (mmHg/ml)

(mmHg) Pre Post p Pre Post p

1 0 1,26 3,12 0,051454 - - -
2 10 12,32 23,01 0,003973* 1,26 3,12 0,051454
3 20 21,84 36,73 0,006434* 12,32 23,01 0,003973*
4 30 32,48 42,61 0,023019* 21,84 36,73 0,006434*
5 40 40,72 46,77 0,002890* 32,48 42,61 0,023019*
6 50 48,71 50,42 0,043643* 40,72 46,77 0,002890*
7 60 54,88 57,80 0,003542* 48,71 50,42 0,043643*
8 70 62,46 63,97 0,161334 54,88 57,80 0,003542*

Valores medios de la rigidez media y diferencial de ventrículo izquierdo antes (Pre) y después (Post) de la criopreservación. *Valores de p que presentan diferencia
estadísticamente significativa (p < 0,05).

Pre
Post

160

140

120

100

80

60

40

20

0

–20
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Volumen (ml)

Pr
es

ió
n 

(m
m

Hg
)

Fig. 1. Curva de función ventricular,
con desplazamiento de la misma hacia
arriba y la izquierda tras la criopreser-
vación. Las magnitudes relacionadas
son la presión sistólica con el volu-
men de ventrículo izquierdo.
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la presión desarrollada del ventrículo izquierdo tras la
criopreservación, lo cual nos hace llegar a la conclu-
sión de que no sólo no hay un empeoramiento de la
función ventricular sistólica, sino que se produce una
mejoría de la misma tras la criopreservación.

Esto quizá sea debido a que, como tras la criopreser-
vación hay un aumento de rigidez, precargas similares
ponen al sarcómero en una posición más idónea para
que desarrolle más fuerza de contracción. Por otro
lado, el aumento de rendimiento mecánico encontrado
es congruente con el aumento de consumo de O2 gene-
rado.

Para que se produzca un empeoramiento de la fun-
ción sistólica ventricular es necesario que haya:a) una
lesión del aparato generador de la contracción, es de-
cir, de la fibras musculares; b) que exista una altera-
ción en el mecanismo de acoplamiento entre la excita-
ción y contracción, fundamentalmente por lesiones de
membrana que impiden que los flujos iónicos, sobre
todo el del calcio, sean los adecuados para una correc-
ta contracción, o bien c) que exista alteración en la
producción de energía.

Por tanto, el que no haya una depresión de la función
sistólica habla en favor de una buena preservación es-
tructural y funcional de la fibra miocárdica, de las
membranas celulares y del aparato energético celular.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio de la
función sistólica son concordantes con los obtenidos
por Banker y Wang10,11 de la Universidad de Rochester
respecto a los valores de la presión pico de ventrículo
izquierdo, pero no hemos encontrado en la búsqueda
bibliográfica realizada trabajos de otros autores que
analicen la presión desarrollada ni la curva de función
ventricular tras criopreservación cardíaca.

La diástole o relajación ventricular empieza al
terminarse la contracción ventricular y se verifica du-
rante la relajación isovolumétrica y el llenado rápido
ventricular. Es un proceso dinámico que se correspon-
de con la recaptación de calcio por el retículo sarco-
plásmico13.

El estudio de la curva presión-volumen diastólica,
que refleja los cambios de presión diastólica/teledias-
tólica intraventricular en relación con los cambios de
volumen intracavitario, nos permite conocer la rigidez
y compliancia ventricular.

La rigidez ventricular se define por el incremento de
presión producido por el incremento de volumen acu-
mulado (P/V) y la magnitud inversa, es decir, el co-
ciente entre los cambios de volumen y los incrementos
de presión se conoce con el nombre de distensibilidad
o compliancia (V/P)14.

Los resultados obtenidos en nuestra experiencia so-
bre la rigidez media y diferencial son congruentes con
la morfología de la curva diastólica presión-volumen
encontrada tras la criopreservación. Estos hallazgos
nos hacen pensar que, tras la criopreservación, el ven-
trículo izquierdo es más rígido, pero con un comporta-
miento más uniforme.

Creemos que los dos componentes fundamentales
de la rigidez del ventrículo izquierdo (matriz colágena
y aparato contráctil) se expresan predominantemente
en distintas partes de la curva diastólica presión-volu-
men. En la porción inicial de la curva predominan las
propiedades dinámicas de relajación muscular y en la
porción final la resistencia al estiramiento del tejido
conectivo ventricular14. En nuestra opinión, hay un pa-
trón de afectación de la relajación muscular más que
de alteraciones en las características elásticas pasivas
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Fig. 2. Curva diastólica de presión-vo-
lumen con desplazamiento de la misma
hacia arriba tras la criopreservación.



ción a temperatura subcero, y b) tras la criopreserva-
ción encontramos un empeoramiento de la función
diastólica de ventrículo izquierdo con mejoría de la
función sistólica.
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del ventrículo izquierdo, ya que se afecta fundamental-
mente la porción inicial de la curva.

Cualquier trastorno de la distensibilidad de las cá-
maras cardíacas puede ser debido a disminución de la
elasticidad del colágeno cardíaco, o bien a alteraciones
en el proceso de relajación activa de la miofibrilla. La
relajación activa de la miofibrilla puede afectarse por:
a) interferencia de los mecanismos de producción
energética de la célula; b) alteraciones en el manejo
del calcio iónico de la membrana celular, o bien c) por
lesión directa del aparato contráctil15.

Basándonos en los resultados obtenidos en nuestro
modelo experimental creemos que no hay trastornos
en la capacidad de producción de moléculas de alta
energía suficientemente importantes como para inter-
ferir con la relajación miocárdica, puesto que no he-
mos observado merma en el rendimiento contráctil del
miocardio y, lógicamente, una disminución de la dis-
ponibilidad energética celular habría afectado ambas
funciones. Por un razonamiento similar, si las proteí-
nas contráctiles estuviesen suficientemente dañadas
como para no poderse relajar también se vería muy
afectada su función sistólica, cosa que no ocurre.

Las hipótesis plausibles a partir de los resultados
obtenidos son que, o bien existe alteración de las pro-
piedades mecánicas de la matriz colágena del órgano,
o bien se produce una disfunción de membranas que
impide el adecuado flujo de calcio a su través, por
trastornos funcionales o estructurales en el transpor-
tador.

En la revisión bibliográfica realizada no hemos en-
contrado estudios de la función diastólica en modelos
equiparables al nuestro. Sin embargo, la valoración
que hacemos de nuestros resultados es concordante
con la conclusión de Kevelaitis et al16 en su estudio so-
bre corazones de rata, en las que se atribuye las anor-
malidades diastólicas postrasplante a la contracción
miocárdica como factor principal.

Schaefer et al17 encuentran, tras la preservación de
corazón para trasplante, una disfunción diastólica que
atribuyen a un inadecuado rendimiento del sistema ge-
nerador de energía mediante fosforilación oxidativa.
En nuestro modelo no parece haber sido ésta la causa
fundamental de la disfunción diastólica, puesto que no
existe afectación de otras funciones ventriculares alta-
mente dependientes de energía, como la contracción
miocárdica, ni tampoco se ha mermado la capacidad
del miocardio para consumir oxígeno.

CONCLUSIONES

Según nuestros resultados concluimos que:a) el
PEG de PM 4.000 al 5% mantiene la viabilidad bioló-
gica del corazón durante el protocolo de criopreserva-


