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Introduccion. Las enfermedades cardiovasculares longitudinal. Esta distribuciéon no se encuentra en los

son la principal causa de muerte en el mundo, de las
cuales las cardiopatias isquémicas son las de mayor
incidencia, por ejemplo, el infarto agudo al miocardio
(IAM) (1). Existen diferentes estrategias que buscan
contrarrestar los indices de mortalidad de dichas
enfermedades, tal es el caso de la ingenieria de tejido
cardiaco; la cual se enfoca en el desarrollo in vitro de
tejido muscular cardiaco para usos terapéuticos, a
partir de biomateriales (andamios y nanoparticulas),
células y biorreactores (2).

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de la
perfusion y de la estimulacién eléctrica sobre el cultivo
de células cardiacas en andamios 3D para desarrollar
tejido muscular cardiaco in vitro.

Metodologia. Se sembraron células cardiacas de rata
neonatal (edad: 3 dias) en andamios de alginato-
quitosano (Di= 5 mm, &= 1 mm) a una densidad de
6.8x10” células/cm® (constructo). Dos tipos de
constructos fueron generados: 1) Control: 7 dias en
cultivo estatico y 2) Biorreactor (BR): 3 dias en cultivo
estatico + 4 dias en cultivo dinAmico en BR con
perfusion (0.5 mL/min) y estimulacién eléctrica (5 V, 1
Hz, 2 ms). Después de 7 dias de cultivo los constructos
fueron procesados con técnica histol6gica estandar, se
realizaron cortes a diferentes profundidades con
Hematoxilina & Eosina (H&E) y se evalud la expresién
de proteinas cardiacas mediante inmunohistoquimica
para conexina 43 (Cx43), tropomiosina (TPM) vy
troponina T (TnT). Se cuantificé el area celular y la
expresion de las proteinas cardiacas. Al menos 3
esferoides por nivel de cada tipo de constructo se
consideraron para el analisis estadistico realizado con
GraphPad Prism 7.0.

Resultados. Las células cardiacas en ambos tipos de
constructos formaron estructuras circulares
denominadas esferoides cardiacos, similares a los
reportados en otros trabajos (3). Los cortes con H&E a
diferentes  profundidades mostraron que los
constructos BR tienen mayor densidad de esferoides
respecto a los constructos Control. Ademds, su
distribuciéon es homogénea en direccion radial y
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constructos Control donde la mayoria de esferoides se
encuentran en la superficie y periferia del andamio.
Esto puede indicar que la perfusion, al proporcionar
mayor cantidad de nutrientes y oxigeno en regiones
profundas del andamio, favorece la migracion celular al
interior del constructo 3D y en general aumenta la
viabilidad celular. La perfusion también tiene un efecto
positivo en la estructura de los esferoides. Los
esferoides de los constructos BR son 2.5 veces mas
grandes que los esferoides de los constructos Control:
(4888 £ 1109 pm2 Vs 1815 + 330.1 um?). Ademas, los
esferoides BR poseen estructura compacta y definida
en contraste con los esferoides Control que son
amorfos y con menor grado de compactacion.

Por otro lado, la mayor expresién de Cx43, TnTy TPM
en los esferoides del grupo BR, indica mayor grado de
madurez estructural y funcional respecto a los
esferoides del grupo Control: Cx43 (1587 * 332.6
Int.Total Vs 499.3 £ 47.01 Int. Total), TnT (511.5 + 97.26
Int.Total Vs 436.3 + 102 Int.Total) y TPM (1531 + 402.2
Int.Total Vs 283.5 + 48.01 Int.Total); o cual puede estar
vinculado con las bondades de la estimulacion
eléctrica, la cual favorece y promueve la comunicacion
y contraccién celular.

Conclusiones. El cultivo de células cardiacas in vitro
con estimulacién eléctrica (5 V, 1 Hz, 2 ms) y perfusion
(0.5 mL/min) ayuda a generar constructos cardiacos
con esferoides cardiacos 2.5 veces mas grandes, con
distribucién homogénea, integridad estructural y
maduros respecto al grupo Control; por lo que nuestro
biorreactor favorece y acelera el desarrollo de tejido
muscular cardiaco in vitro y podria utilizarse para
generar tejido muscular cardiaco in vitro con fines
terapéuticos.
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