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RESUMEN  

Introducción: El desarrollo de herramientas para investigar la actividad electrofisiológica cardiaca 

ha permitido profundizar en el conocimiento sobre los mecanismos subyacentes a las arritmias 

cardiacas. Los sistemas de mapeo óptico constituyen una tecnología que responde a la necesidad 

de superar varios obstáculos en la experimentación.  

Objetivo: Proporcionar una visión general de la importancia del mapeo óptico en cultivos celulares 

HL-1, en las investigaciones en electrofisiología cardiaca. 

Métodos: Se realizó una revisión sobre los estudios electrofisiológicos que involucran la línea 

celular HL-1 utilizando la técnica de mapeo óptico.  

Conclusiones: Los trabajos se caracterizan por la implementación de la técnica respecto a la 

tecnología de los equipos de mapeo, a la utilización de diferentes colorantes y al objetivo de la 

investigación. Están enfocados en el estudio de mecanismos arritmogénicos, procesos de 
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estiramiento mecánico o remodelación del tejido y en el análisis de nuevos biomateriales. Lo 

anterior, sustenta la relevancia del mapeo óptico en la investigación cardiaca. 

Palabras clave: mapeo óptico; electrofisiología cardiaca; cultivos celulares HL-1. 

 

ABSTRACT 

Introduction: The development of tools to study cardiac electrophysiological activity has made it 

possible to broaden knowledge about the mechanisms underlying cardiac arrhythmias. Optical 

mapping systems constitute a technology that responds to the need to overcome several hurdles in 

experimentation.  

Objective: Provide an overview of the importance of optical mapping in HL-1 cell cultures in 

cardiac electrophysiology research. 

Methods: A review was conducted of electrophysiological studies involving the HL-1 cell line 

using the optical mapping technique.  

Conclusions: The studies are characterized by implementation of the technique with respect to the 

technology of mapping equipment, the use of different colorants and the purpose of the research. 

They focus on the study of arrhythmogenic mechanisms, mechanical stretch processes or tissue 

remodeling as well as the analysis of new biomaterials. The above substantiates the relevance of 

optical mapping in cardiac research. 

Keywords: optical mapping; cardiac electrophysiology; HL-1 cell cultures. 
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Introducción 

El estudio de las propiedades electrofisiológicas del corazón sano y enfermo proporciona 

información relevante sobre los mecanismos subyacentes de las arritmias cardiacas. Los sistemas 

de mapeo óptico responden a la necesidad de superar varios obstáculos en electrofisiología y de 

disponer de tecnología capaz de registrar el potencial de membrana en condiciones donde, por 

razones de escala o complejidad, es difícil o imposible. A través de la técnica de mapeo óptico se 
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han logrado importantes contribuciones a la comprensión del comportamiento de la 

electrofisiología cardiaca. La adquisición de información de potenciales de acción, ya sea por 

activación autónoma o estimulación eléctrica externa, con alta resolución espacio-temporal y alta 

relación señal a ruido,(1) ha potenciado el estudio de arritmias auriculares y ventriculares.(2,3,4,5)  

Para mejorar la comprensión de las arritmias es fundamental investigar las propiedades de las ondas 

de excitación que se generan en el corazón. Sin embargo, la experimentación con corazones enteros 

presenta limitaciones éticas, económicas y de complejidad. En este sentido, los cultivos celulares 

monocapa son una alternativa atractiva, con la cual se tiene control del ambiente físico-químico y 

de las condiciones fisiológicas, la replicación de experimentos es económica y no demanda las 

consideraciones éticas que los modelos animales requieren.(6) Los cultivos de cardiomiocitos ha 

demostrado ser un modelo útil para estudiar, a través del mapeo óptico, las diferentes propiedades 

que expresan durante la propagación del potencial de acción,(7,8,9) y los mecanismos subyacentes a 

las arritmias cardiacas.(10,11,12,13,14)  

Las células HL-1 pertenecen a una línea de cardiomiocitos ampliamente caracterizada, que pueden 

cultivarse para formar monocapas. Esta línea celular mantiene un genotipo y fenotipo diferenciado 

que incluye las características electrofisiológicas, morfológicas y farmacológicas de los 

cardiomiocitos auriculares adultos.(15) Así, la línea celular HL-1 se ha convertido en un modelo 

ampliamente utilizado en el estudio de la electrofisiológica cardiaca(16,17,18) y los mecanismos 

arritmogénicos,(10,11,12,14,19) Los desarrollos tecnológicos del mapeo óptico han permitido ampliar 

el conocimiento de estos mecanismos y mejorar las estrategias terapéuticas.(2,20,21,22,23) Sin 

embargo, el mapeo de cultivos requiere un manejo especial, debido a que la estimulación eléctrica 

y el procedimiento de tinción pueden dañar fácilmente la integridad de las monocapas celulares.  

En el presente trabajo de revisión se repasan las características de la línea celular HL-1, los 

fundamentos detrás del mapeo óptico, los equipos involucrados y el protocolo de tinción y se 

describen los estudios que involucran mapeo óptico de células HL-1 y sus hallazgos más relevantes.  

 

 

Métodos 

Se realizó una búsqueda de artículos y memorias de eventos científicos, publicados en revistas 

indexadas en las bases de datos Pubmed, Scopus y Google Académico, de estudios 

electrofisiológicos que involucran la línea celular HL-1 utilizando la técnica de mapeo óptico, y 
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que hubiesen sido publicados entre los años 2005 y 2020, con las palabras clave optical mapping, 

HL-1, cardiomyocyte cell line. Se excluyeron los trabajos que implementaran sistemas de mapeo 

que no fueran ópticos para su estudio o que utilizaran otro tipo de cultivos celulares diferentes a la 

línea celular HL-1. Adicionalmente, se realizó una búsqueda de publicaciones científicas sobre las 

características de la línea celular HL-1 y los fundamentos del mapeo óptico. 

 

 

Resultados 

Cultivos de cardiomiocitos HL-1 

Los cardiomiocitos HL-1 son una línea celular del músculo cardiaco del linaje del tumor de 

cardiomiocitos auriculares AT-1. Se obtienen a partir de la inmortalización de AT-1 aislados de 

ratones transgénicos, en los cuales la expresión del antígeno T del virus SV40 es controlada por el 

promotor del factor natriurético auricular. Las células HL-1 se contraen incluso después del pase 

en serie, manteniendo las propiedades morfológicas, bioquímicas y electrofisiológicas cardiacas 

diferenciadas.(17) Los análisis basados en la técnica PCR (reacción en cadena de la polimerasa) han 

confirmado un patrón de expresión génica similar al de los cardiomiocitos auriculares adultos, 

incluida la expresión de la cadena pesada de la miosina-cardiaca, la actina-cardiaca y la conexina-

43.(17) Por lo que estas células son fenotípica y genotípicamente similares a los cardiomiocitos 

maduros, lo cual las convierte en un modelo experimental útil para estudiar la función cardiaca. 

Estas células expresan proteínas cardiacas, incluidos canales iónicos importantes, como canales de 

calcio tipo L y T, e isoformas maduras de proteínas contráctiles sarcoméricas. La corriente tardía 

rectificadora de potasio es la corriente externa más prominente en las células HL-1. Estas células 

demuestran ser muy similares a cardiomiocitos auriculares primarios respecto a sus propiedades 

electrofisiológicas. Al estar diferenciadas y ser altamente proliferativas (debido a su origen 

tumoral), son adecuadas para cultivos in vitro, pues permiten estudios sobre la regulación 

molecular y celular de la función cardiaca,(15,16) y para evaluar la respuesta de los canales iónicos 

cardiacos.(24) Por lo tanto, las células HL-1 son la única línea celular de cardiomiocitos inmortales 

disponible que se divide continuamente y se contrae espontáneamente, manteniendo las 

características fenotípicas de cardiomiocitos adultos. Para mantener su fenotipo y actividad 

contráctil espontánea deben cultivarse en medio Claycomb,(17) suplementado con norepinefrina y 
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ácido retinoico. Aproximadamente tres días después de cultivadas, las células HL-1 forman una 

monocapa bidimensional con actividad contráctil. 

 

Principios del mapeo óptico 

Durante un experimento de mapeo óptico típico, el cultivo celular en monocapa o el corazón entero 

(perfundido mediante un sistema Langendorff),(4) se tiñe con un colorante fluorescente sensible al 

voltaje o al calcio. El colorante se excita con una fuente de luz con una longitud de onda 

correspondiente al espectro de absorción del colorante. Cuando el colorante regresa a su estado 

fundamental, emite fotones de longitud de onda más larga que la de la luz de excitación. El sistema 

óptico filtra los fotones emitidos y enfoca la luz en un fotodetector, que cuantifica la cantidad de 

luz fluorescente emitida para cada uno de sus múltiples píxeles.(25) Los datos se adquieren a una 

frecuencia de muestreo establecida, en forma de matrices de intensidad de fluorescencia.(25) Este 

procedimiento requiere condiciones de oscuridad. 

Los componentes de un sistema de mapeo óptico (Fig. 1) incluyen:  

 

1. Colorantes fluorescentes: contienen moléculas que se enlazan con la membrana celular y 

ante la variación del potencial, emiten luz a una determinada longitud de onda. Los 

colorantes sensibles a cambios de voltaje relacionan su fluorescencia con el voltaje 

transmembrana, mientras que la fluorescencia de los colorantes sensibles al calcio se 

corresponde con los transitorios de calcio.(26) Los colorantes de respuesta rápida se utilizan 

en electrofisiología cardiaca, debido a su capacidad para seguir cambios de voltaje en 

microsegundos.(1)  

2. Fuente de luz: las fuentes de tungsteno-halógeno emiten un espectro de luz suave y continuo 

y es fácilmente aplicable a áreas reducidas. Por otro lado, la luz láser y los diodos de emisión 

de luz (LED) ofrecen una alternativa más estable, fácil de emplear y económica, con una 

demanda de potencia más baja y un amplio rango de longitudes de onda.(1) Una luz estable 

permite obtener una relación señal/ruido elevada.(1,25)  

3. Fotodetector: detectan la luz emitida por el colorante. Considerando la baja intensidad de 

la señal y la alta velocidad de propagación de las ondas eléctricas cardiacas, se requieren 

fotodetectores de alta velocidad y bajo ruido. Las tecnologías disponibles comprenden 

arreglos de fotodiodos, cámaras de tipo CCD (dispositivo de carga acoplada) o tipo CMOS 
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(semiconductor complementario de óxido metálico). Los CCD han demostrado mejor 

resolución espacio-temporal. Para señales de muy bajo nivel de luz, se ha desarrollado una 

nueva tecnología que proporciona mayor sensibilidad con poco ruido, los EMCCD 

(dispositivos de carga acoplada con multiplicación de electrones).  

4. Filtros ópticos: bloquean la longitud de onda de excitación y dejan pasar las longitudes de 

onda de emisión del colorante antes de que la señal llegue al fotodetector, atenuando la luz 

de fondo.(1) 

 

Las modalidades de imagen óptica se basan en principios físicos de interacción luz-tejido 

dependiente de la longitud de onda, incluida la dispersión de fotones, la reflexión interna total, 

absorción, reflectancia y fluorescencia.(25)  

 

 

Fig. 1 - Esquema de componentes de un sistema de mapeo óptico. 

 

Mapeo óptico en cultivos de cardiomiocitos HL-1 

El objetivo principal del mapeo óptico cardiaco es proporcionar una mejor comprensión de la 

función electrofisiológica durante condiciones fisiológicas o patológicas. A continuación, se 

analizan los trabajos que han implementado el mapeo óptico de cardiomiocitos HL-1 para el estudio 

de las propiedades electrofisiológicas cardiacas.  
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Umapathy y otros(10) en 2008, implementaron mapeo óptico en cultivos monocapa de células HL-

1 con el objetivo de estudiar el origen de la fragmentación de las señales pseudoelectrogramas 

durante la formación de rotores y la fragmentación de ondas reentrantes. Para llevar a cabo el 

estudio cultivaron células HL-1 durante tres días hasta alcanzar confluencia y confirmar la 

actividad contráctil mediante microscopía. Aplicaron el colorante sensible al voltaje Di-4-ANEPPS 

durante cinco minutos, posteriormente mantuvieron el cultivo en solución Tyrode. Para el mapeo 

óptico, utilizaron un sistema de cámara CMOS (Ultima, BrainVision Inc.). Para mantener 

oscuridad total cubrieron con pantallas opacas la configuración de la parte frontal, que consiste en 

la preparación de la monocapa, el microscopio y la cámara. La preparación fue iluminada con luz 

verde (de 530 nm de longitud de onda) y la cámara de alta velocidad registró las señales de 

fluorescencia (luz roja de 600 nm) emitidas desde la monocapa a través de un filtro rojo. Realizaron 

45 registros de mapeo óptico a 11 preparaciones de monocapa auricular, de los cuales, mediante 

procesamiento de las señales ópticas, obtuvieron electrogramas pseudobipolares. Observaron 

rotores estables en 32 de los 45 registros, donde los electrogramas no mostraron fragmentación en 

el núcleo del rotor. Sin embargo, en 19 casos donde el rotor fue migratorio, observaron la presencia 

de electrogramas fragmentados. En 13 de los 45 registros, hubo ruptura de onda o eventos de 

colisión de onda, donde 8 de 13 registros mostraron electrogramas fragmentados. Los resultados 

de este estudio sugieren que los electrogramas fragmentados se pueden registrar en sitios de rotores 

migratorios y ruptura de ondas, pero no en el núcleo de rotores estables. Estos resultados son 

relevantes para el avance de nuevas técnicas de ablación a través de detección y eliminación de 

zonas con electrogramas fragmentados.  

Tsai y otros(11) en 2011, aplicaron mapeo óptico en cultivos monocapa de células HL-1 con el 

objetivo de investigar el efecto del estiramiento mecánico sobre las alternancias de la duración del 

potencial de acción (APD) y transitorios de calcio. Para esto, cultivaron cardiomiocitos HL-1 

siguiendo el protocolo Claycomb, los cuales fueron sometidos a estimulación eléctrica con una 

forma de onda cuadrada bifásica y dos electrodos de platino paralelos para evitar la electrólisis. La 

frecuencia de estimulación fue de 10 Hz. La intensidad de estimulación creó un gradiente de voltaje 

de 1,0 V/cm. La transfección transitoria de los cardiomiocitos HL-1 la realizaron con el reactivo 

Lipofectamine 2000. Para generar el estiramiento mecánico, los cardiomiocitos se cultivaron en 

placas de membrana de silicona y se estiraron en una unidad de FX-4000 Flexercell® a 105 %, 110 

% y 115 % de la longitud de reposo a una frecuencia de 1 Hz. Realizaron experimentos de mapeo 
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óptico dual de alta resolución para registrar simultáneamente el potencial de acción y transitorios 

de calcio. Las células fueron teñidas primero con el colorante sensible al voltaje RH237 durante 10 

min y luego con el colorante sensible al calcio Rhod-2 durante 30 min. Para el registro utilizaron 

dos cámaras CMOS complementarias (MiCam Ultima, SciMedia®), cada una con resoluciones de 

100 x 100 pixeles y a 1000 frames/s. La luz fluorescente de ambos colorantes se dividió mediante 

un divisor de fluorescencia, la luz de longitud de onda más larga (> 690 nm) para el registro del 

potencial de acción y la luz de longitud de onda más corta (585 nm) para el registro de transitorios 

de calcio. Las alternancias del APD fueron determinadas midiendo las diferencias de los APD 

locales en latidos consecutivos. Los resultados mostraron que la estimulación de alta frecuencia 

induce alternancias del APD y de los transitorios de calcio en el cultivo de cardiomiocitos. El 

estiramiento mecánico disminuyó significativamente los umbrales para las alternancias; mediante 

la reducción de la expresión de la adenosina trifosfatasa 2 (SERCA2) del retículo sarcoplásmico, 

la cinética de la recaptación de calcio fue más lenta, siendo esto responsable de la susceptibilidad 

a la alternancia. Estos resultados sugieren que el estiramiento mecánico aumenta la susceptibilidad 

a la alternancia en los cardiomiocitos auriculares, lo que explicaría la susceptibilidad a la fibrilación 

auricular en condiciones de estiramiento auricular, como la cardiopatía valvular mitral, la 

insuficiencia cardiaca e hipertensión. Por lo anterior, las alternancias del APD pueden ser 

abordados por tratamientos de sobreexpresión de SERCA2 en cardiomiocitos.  

Climent y otros(5) en 2014, presentaron un modelo in vitro de tejido cardiaco auricular que podría 

servir para estudiar los mecanismos de remodelación relacionados con la fibrilación auricular. El 

modelo de fibrilación auricular in vitro presentó diferentes grados de complejidad similares a los 

observados durante la fibrilación auricular con distintos grados de remodelación estructural. En 

este trabajo aplicaron mapeo óptico de los transitorios de calcio para caracterizar el grado de 

desorganización de la actividad reentrante en cultivos de células HL-1. Los cultivos celulares se 

dividieron en dos grupos: cultivados durante 6,1 ± 1,3 días (N = 10) y cultivados durante 11,7 ± 

0,5 días (N = 8). Utilizaron el colorante para calcio Rhod-2, los cultivos celulares se iluminaron 

con una fuente de luz LED verde filtrada. La fluorescencia se registró con un dispositivo EMCCD 

(Evolve-128, Somos®), con un filtro de emisión (ET585) colocado frente a la lente. La cámara se 

enfocó manualmente para cubrir todo el plato con el número máximo de píxeles. El sistema fue 

controlado desde el software MATLAB® utilizando el software libre Micro-Manager. Los 

resultados del estudio sugieren que el número de rotores simultáneos está vinculado al tiempo y 
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grado de heterogeneidad de los cultivos celulares. Los cultivos de células HL-1 mostraron 

características electrofisiológicas que dependen de su grado de confluencia, lo cual se asemeja a 

los procesos con diferentes grados de remodelación estructural y, por tanto, de complejidad que 

ocurren durante la fibrilación auricular. Este modelo podría ser útil en los estudios del efecto de la 

remodelación sobre las dinámicas fibrilatorias y en la evaluación de nuevos fármacos 

antiarrítmicos. 

El siguiente año, en 2015, Climent y otros(12) analizaron las transformaciones en la dinámica del 

rotor posterior al proceso de remodelación del tejido, para lo cual, cultivaron células HL-1 de 

acuerdo con el protocolo Claycomb. Bajo estas condiciones, las células presentaron 

espontáneamente actividad fibrilatoria después de 53  17 h. Para evaluar los efectos dependientes 

del tiempo sobre la complejidad de la fibrilación auricular, los cultivos celulares fueron divididos 

en dos grupos según el periodo de incubación posterior al inicio de la fibrilación, etapa temprana: 

3,1  1,3 días (N = 10), y etapa tardía: 9,7  0,5 días (N = 8). Para cada grupo, adquirieron registros 

de mapeo óptico (4 s de duración) en condiciones basales y después de la administración de 

verapamil. Los cultivos celulares se tiñeron con el colorante Rhod-2 y se iluminaron con una fuente 

de luz LED (CBT-90-G), con un lente plano-convexo y un filtro de excitación verde. Se utilizaron 

dos fuentes de luz de este tipo para lograr una iluminación homogénea. La fluorescencia se registró 

con un dispositivo EMCCD, con un filtro de emisión adecuado para emisiones de Rhod-2, 

colocados frente a una cámara de alta velocidad (Navitar DO-2595). Compararon para los tiempos 

de cultivo temprano y tardío el grado de remodelación electrofisiológica y la ausencia de 

homogeneidad estructural, tanto en cultivos sin fibrilación como en condiciones de fibrilación. 

Obtuvieron mapas de fase al calcular la fase instantánea de los registros ópticos mediante la 

transformada de Hilbert, permitiendo identificar los núcleos de los rotores (puntos alrededor del 

cual giran). Observaron que la duración de la fibrilación modifica significativamente la 

complejidad de los patrones de propagación electrofisiológica de las células HL-1. En el caso de 

etapa temprana, observaron un solo rotor con frentes de onda relativamente regulares que cubrían 

la mayor parte del plato y pocas singularidades. Sin embargo, en los cultivos de etapa tardía se 

observaron varios frentes de onda pequeños y singularidades de fase, sin un claro rotor 

predominante. Estos resultados sugieren que las células HL-1 pueden reproducir características de 

la fibrilación auricular, como el remodelado electrofisiológico y la complejidad del 
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comportamiento electrofisiológico asociado con el tiempo de fibrilación, semejante a las 

condiciones de pacientes con fibrilación auricular persistente.  

Suggs y otros(27) en 2015 evaluaron el efecto del gel de fibrina con PEG (polietilenglicol con amina 

reactiva homobifuncional) como matriz para cultivos de cardiomiocitos HL-1, sobre su función 

contráctil. Los cardiomiocitos fueron cultivados en la parte superior de hidrogeles de fibrina con 

PEG. Las propiedades de contractilidad de los cardiomiocitos fueron evaluadas a través de mapeo 

óptico, para lo cual utilizaron el colorante Fluo-4 sensible al calcio (excitación/emisión 494/516 

nm), los geles se incubaron en Fluo-4 diluido durante 30 min. Suministraron estimulación eléctrica 

externa a través de un electrodo bipolar, aplicaron impulsos eléctricos monofásicos (10 V de 

amplitud, 200 ms de duración y frecuencia de 1 Hz) utilizando un estimulador de pulso aislado 

(Modelo 2100, A-M SystemsTM). Las secuencias de imágenes se adquirieron mediante microscopía 

confocal, a intervalos de 195 ms durante 100 ciclos y 128 x 128 píxeles. 

Los resultados mostraron que la proliferación y la expresión de conexinas-43 se mantienen cuando 

se cultiva sobre capas de fibrina con PEG. Las células mantuvieron su fenotipo contráctil y la razón 

de contracción fue influenciada por la concentración de fibrinógeno (Fig. 2). Estos hallazgos 

sugieren el potencial uso de capas de gel de fibrina con PEG en preparaciones con forma de lámina 

para la regeneración del miocardio.  

 

Fig. 2 - Seguimiento de calcio en cultivos de HL-1 en 10mg/ml de hidrogel gel de fibrina con PEG. A. 

Mapeo óptico usando Fluo-4. B. Tres registros temporales (ROI) de Intensidad de fluorescencia (F0) 

normalizada a los valores de intensidad más bajos (Fmin).  

Fuente: Suggs y otros,(27) con autorización de la editorial John Wiley and Sons. 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES


Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2020;39(4):e765 

11 

 Esta obra se encuentra bajo una licencia Creative Commons CC-By 4.0 https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES  

Baheiraei y otros(28) en 2016, evaluaron la biocompatibilidad de películas electroactivas de 

poliuretano/siloxano preparados con células HL-1. Evaluaron si es posible mejorar la función de 

los cardiomiocitos a partir de tetrámeros de anilina electroactiva en la estructura. Para esto, 

estudiaron la capacidad de los cardiomiocitos de establecer conexiones eléctricas funcionales, 

observando la propagación en cultivos de HL-1 sobre el polímero mediante mapeo óptico. Las 

monocapas presentaron actividad contráctil para el día 3. Realizaron una evaluación 

electrofisiológica en células HL-1 sembradas sobre una película electroactiva. Los cultivos 

monocapa fueron cargados con el colorante para calcio Fluo-4 durante 20 min. Posteriormente, los 

transitorios de calcio se registraron con una cámara CMOS de alta resolución (Ultima L, 

SciMedia®) a 1 kHz de resolución temporal. La propagación de los transitorios de calcio fue 

generada por estimulación a 1,3 Hz mediante un electrodo extracelular ubicado lejos del campo de 

visión. Los resultados mostraron que el material electroactivo es biocompatible en términos de 

toxicidad celular y no altera las características electrofisiológicas intrínsecas de los cardiomiocitos 

HL-1. Adicionalmente, detectaron una mayor concentración de calcio intracelular en células 

sembradas sobre geles electroactivos, en comparación con grupos no conductores, lo que confirma 

que el hidrogel electroactivo es capaz de inducir un importante transitorio de calcio intracelular y 

mejorar las propiedades de transmisión de las señales eléctricas entre células. Estos resultados 

demuestran la potencial aplicabilidad de estos materiales en la ingeniería de tejidos cardiacos. 

Gómez-Cid y otros(29) en 2016 evaluaron las propiedades funcionales de células HL-1 cultivadas 

sobre membranas flexibles PDMS (polidimetilsiloxano) como sustratos para parches cardiacos. 

Estas membranas son de polidimetilsiloxano y su flexibilidad se asemeja a las condiciones in vivo 

de la matriz extracelular. Tras confirmar actividad eléctrica del cultivo, midieron las propiedades 

de motilidad de las células HL-1 cuantificando el tiempo que necesitan las células para cerrar una 

lesión. Específicamente, después de alcanzar la confluencia total, realizaron una herida lineal en el 

cultivo celular con la punta de una pipeta, para que la conducción eléctrica se produjera solo en 

una cierta dirección. Después de inducir la herida, registraron la motilidad con un equipo de 

microscopía de lapso de tiempo (Etaluma 400 iVue, LumascopeTM), tomando una imagen cada 5 

min durante 60 h. Las imágenes fueron procesadas para obtener gráficos de confluencia a lo largo 

del tiempo en el área de la herida y los valores de velocidad de desplazamiento. Para el mapeo 

óptico utilizaron el colorante para calcio Rhod-2, una fuente de luz LED verde filtrada con longitud 

de onda máxima 524 nm (CBT-90-G, Luminus Devices Inc.), con un lente plano-convexo y un 
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filtro de excitación verde (D540/25X, Tecnología Chroma®). Utilizaron dos fuentes de luz de este 

tipo para lograr una iluminación homogénea. La fluorescencia fue registrada con una cámara 

EMCCD (Evolve-128, Somos®), con un filtro de emisión adecuado para emisiones de Rhod-2, 

ubicado frente a una lente de cámara de alta velocidad (Navitar DO-2595). Los resultados de este 

estudio confirmaron que el uso de membranas flexibles PDMS, induce un fenotipo cardiaco 

cercano al expresado in vivo, especialmente caracterizado por velocidades de conducción mayores. 

Adicionalmente, observaron una mayor expresión de genes involucrados en la generación y 

propagación del potencial de acción. Las membranas flexibles permitirán estudios detallados del 

efecto de la estimulación mecánica y eléctrica simultánea en el corazón. 

Agladze y otros(13) en 2017 investigaron la sincronización de la actividad eléctrica en cocultivos de 

células cardiacas de diferente origen, puestas en contacto directo. Específicamente trabajaron con 

cardiomiocitos de rata neonatal (NRVMC) y células HL-1. Para generar una línea HL-1 capaz de 

expresar ChR2 (canal iónico sensible a la luz, canalrodopsina-2), colocaron 1,2 x 105 células HL-

1 en una placa de cultivo de 3 cm y se transdujeron un día después con el lentivirus que expresa 

ChR2 con una multiplicidad de infección de 50. Las células se cargaron con el colorante sensible 

al calcio Fluo-4. Las señales de calcio se monitorearon utilizando una configuración de imágenes 

de alta velocidad, mediante un microscopio fluorescente (Olympus MVX-10) equipado con una 

cámara EMCCD (Andor 897-U). Encontraron que los cultivos con células de diferente origen son 

capaces de sincronizarse, lo que sugiere la formación de acoplamientos eléctricos entre ellas. Estos 

resultados pueden considerarse como una prueba de concepto de que las células injertadas pueden 

acoplarse eléctricamente con el tejido cardiaco del huésped.  

Houston y otros(14) en 2018 estudiaron los núcleos de reentradas en monocapas celulares mediante 

el uso de mapeo óptico de fluorescencia con alta resolución temporal. El objetivo fue obtener 

información sobre los mecanismos reentrantes que mantienen las arritmias. Implementaron 

cultivos monocapa de la línea celular HL1-6, un subclon de las células originales HL-1,(17) que es 

funcionalmente más homogénea que la línea original.(30) Implementaron mapeo óptico dual para 

capturar simultáneamente voltaje y transitorios de calcio. Los cultivos fueron cargados con el 

colorante Fluo-4 para visualizar los transitorios de calcio y, posteriormente, con el colorante Di-8-

ANNEPS para visualizar los potenciales de membrana. Las células fueron sometidas a luz con 494 

nm de longitud de onda y se capturó del espectro de emisión a 516 nm. Utilizaron un sistema hecho 

a medida (Cairn Research Ltd.), el cual se construyó alrededor de un microscopio vertical (Eclipse 
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FN1), la luz de excitación (470 nm) fue suministrada por un sistema OptoLED y la fluorescencia 

emitida se recolectó mediante una lente de inmersión en agua (Olympus). Usaron un divisor de haz 

dicroico de borde único (BrightLine) de 560 nm, ubicado en un divisor de imagen (Optosplit II, 

Cairn Research Ltd.). La luz fluorescente se dividió en dos haces que pasaron a través de filtros de 

emisión (525 nm y 628 nm). Los registros se capturaron a 100 fotogramas/s con una cámara 

sCMOS (Andor scientific-CMOS), correspondiente a la siguiente generación de CMOS, que ofrece 

ruido extremadamente bajo, amplio rango dinámico, alta eficiencia cuántica, mayor velocidad, alta 

resolución, y un gran campo de visión. Los resultados mostraron reentradas en los cultivos de 

cardiomiocitos HL1-6 (Fig. 3A). Para su establecimiento se requirieron al menos dos 

“disparadores” y un área mínima de cultivo (3,5-6,4 mm2). Después de que la actividad eléctrica 

terminara por completo y se reiniciara, variando la concentración de potasio extracelular, las 

reentradas nunca regresaron a la misma ubicación, mientras que el 35 % de los disparadores 

reaparecieron en la misma posición. Este trabajo evidenció que el núcleo de las reentradas son 

bloqueos de conducción constituidos por líneas y/o grupos de células en lugar de un área redonda. 

En las figuras 3B y 3C se observa cómo las células del núcleo pueden no expresar un transitorio de 

calcio (células 1, 2 y 3). Estos resultados sugieren que las células del núcleo están despolarizadas 

y, por lo tanto, bajo periodo refractario de manera análoga a la hipótesis del “círculo líder”, el cual 

establece que una reentrada continúa circulando alrededor de un área central que se mantiene 

refractaria. El hecho de que las reentradas nunca regresen a la misma ubicación, y que una vez 

formadas sean muy estables, puede explicar por qué la fibrilación auricular se estabiliza con el 

tiempo. 

 

 

Fig. 3 – A. Mapa de activación de reentrada en cultivo HL1-6. B. Imagen ampliada del área de bloqueo. 

C. Registro de transitorios de calcio para las células indicadas en la micrografía.  

Fuente: Houston y otros,(14) y publicado por International Society for Heart Research con licencia Creative Commons. 
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Discusión 

Los diferentes estudios coinciden en seguir las especificaciones dadas por Claycomb, y otros(17) 

para el cultivo y mantenimiento de células HL-1. Esto permite contar con cultivos monocapa de 

alta confluencia (aproximadamente a los 3 días) y capacidad eléctrica adecuada para llevar a cabo 

estudios de mapeo óptico sobre las propiedades electrofisiológicas,(11,13) y condiciones 

arritmogénicas.(5,10,12,14) Algunos trabajos incorporan sustratos que mejoran las propiedades 

eléctricas de dichos cultivos.(26,27,28,29) En cuanto al mapeo óptico, los estudios difieren en la 

utilización de los colorantes fluorescentes. Algunos implementan colorantes sensibles al calcio 

como el Rhod-2 y Fluo-4, y otros utilizan colorantes sensibles al voltaje como RH237, Di-4-

ANNEPS y Di-8-ANNEPS. Sin embargo, es más común utilizar colorantes de calcio, ya que el 

ciclo del calcio es posiblemente el componente más importante del acoplamiento cardiaco de 

excitación-contracción. Dos de los trabajos revisados implementaron mapeo dual (calcio y 

voltaje).(11,14) El progreso de estos sistemas de mapeo óptico multiparamétrico permite una mejor 

comprensión de la fisiología celular a nivel de tejidos y órganos. Los sistemas reportados en los 

diferentes estudios difieren en cuanto a la implementación de cámaras CMOS y CCD. 

Conceptualmente son idénticas, ambas convierten la luz en electrones o cargas eléctricas, pero 

tienen arquitecturas distintas. El desarrollo de las CCD ha dado lugar a dispositivos de carga 

acoplada con multiplicación de electrones EMCCD, los cuales se han establecido actualmente 

como la tecnología líder en detección de imágenes para aplicaciones de microscopía biológica con 

poca luz.(1) No obstante, se ha sugerido que las cámaras sCMOS de última generación tienen el 

potencial de superar la competencia o, incluso, suplantar las cámaras EMCCD. Son muy pocos los 

trabajos que describen los protocolos de estimulación. Este tipo de información es relevante, 

teniendo en cuenta que los cultivos al estar en medio líquido deben estimularse con pulsos de alto 

voltaje (aproximadamente 40 V). 

La revisión evidenció la importancia del mapeo óptico en el estudio de la generación y 

mantenimiento de mecanismos arritmogénicos como reentradas. Es posible analizar las 

condiciones de estabilidad(10) y las dinámicas de sus núcleos de rotación(14) mediante mapas de 

activación y el registro de señales de voltaje y/o transitorios de calcio. Adicionalmente, mediante 

esta técnica no solo es posible explorar la actividad eléctrica estable y caótica de cultivos cardiacos, 

sino también la obtención de electrogramas, lo que permite la caracterización y correlación de 

señales fragmentadas y no fragmentadas con la actividad reentrante.(10) Es posible, además, estudiar 
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las alternancias del potencial de acción y alteraciones en las propiedades electrofisiológicas, 

ocasionadas por el estiramiento mecánico.(11,31) Algunos trabajos han mostrado la utilidad de esta 

técnica en el estudio de los procesos de remodelación del tejido durante fibrilación auricular,(5,12) 

en la detección de mecanismos arritmogénicos inducidos por fármacos,(32) o por un exceso de sodio 

intracelular.(33) Por otra parte, a través del procesamiento de los registros ópticos ha sido posible la 

generación de mapas de contorno y de fase, los cuales facilitan el estudio de la estabilidad de 

rotores.(12) Otro campo que se ha visto beneficiado del mapeo óptico es la ingeniería de tejidos 

cardiacos,(34) en el que se han llevado a cabo estudios sobre la biocompatibilidad de nuevos 

materiales para la regeneración de miocardio;(27,28) membranas diseñadas para parches cardiacos(29) 

y viabilidad de injertos cardiacos a través cocultivos celulares.(13) Por lo expuesto, el mapeo óptico 

cardiaco se ha convertido en una tecnología potente y esencial en el estudio de la función cardiaca 

en condiciones fisiológicas y patológicas, y nuevos enfoques terapéuticos.  

Existen, sin embargo, algunas limitaciones. El mapeo óptico en cultivos monocapa de células HL-

1 representa un modelo simplificado de las características tridimensionales que existen en el tejido 

vivo. Los cultivos de células HL-1 y el tejido auricular humano presentan diferencias 

electrofisiológicas evidentes en los resultados; a decir, proliferación continua, menor velocidad de 

conducción y frecuencia de activación durante la fibrilación. Es posible que la actividad reentrante 

observada en estos modelos simplificados se genere por mecanismos diferentes a los del tejido 

cardiaco, donde efectos como la heterogeneidad estructural (orientación de fibras, anisotropía, 

tejido fibrótico, entre otras) desempeñan un papel clave en la progresión de las arritmias. Los 

modelos monocapa no reflejan de manera precisa la conducción a través de estructuras complejas, 

como los músculos pectíneos, y no reproducen el bloqueo de conducción causado por problemas 

estructurales. Por esta razón, la extrapolación de los resultados a las arritmias humanas debe 

realizarse con cuidado.  

Actualmente, y con el fin de superar las limitaciones de los estudios in vitro en cultivos monocapa, 

se llevan a cabo estudios de mapeo óptico en corazones ex vivo, mediante sistemas de perfusión 

Langendorff. Esto ha permitido ampliar el conocimiento sobre las arritmias cardiacas y el papel de 

las estructuras complejas del corazón.(35,36,37) La aplicación del mapeo óptico continúa 

expandiéndose, incluso penetrando en los campos de la bioingeniería y la optogenética. El 

desarrollo de nuevos colorantes sensibles al espectro infrarrojo, permitirá el estudio in vivo de la 

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES


Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2020;39(4):e765 

16 

 Esta obra se encuentra bajo una licencia Creative Commons CC-By 4.0 https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES  

propagación de potencial de acción, utilizando sofisticados protocolos de mapeo basados en 

catéter.(1)  

 

 

Conclusiones 

En el presente trabajo se realizó una revisión sobre los estudios electrofisiológicos que involucran 

la línea celular HL-1 utilizando la técnica de mapeo óptico. Los trabajos difieren respecto a la 

tecnología de los equipos de mapeo y sus cámaras, a la utilización de diferentes colorantes 

fluorescentes y respecto al objetivo del estudio. Diversos trabajos están enfocados en el estudio de 

mecanismos arritmogénicos, el análisis de las señales ópticas, el estudio de procesos de 

estiramiento mecánico o remodelación del tejido durante fibrilación auricular, y el análisis de 

nuevos biomateriales para aplicaciones en ingeniería de tejidos. Lo anterior sustenta la relevancia 

del mapeo óptico en la investigación cardiaca. Los avances en el campo permitirán que esta 

tecnología se convierta en una herramienta fundamental para la investigación en cardiología y 

terapias regenerativas. 
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