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Los ensayos in-vitro de células provenientes de tejidos animales, se han
convertido en una herramienta que permite la evolucion de métodos moleculares
que logran facilitar el trabajo por medio de cultivos celulares y cultivos de
tejidos. Por ello, en este proyecto se describe el procedimiento para el
aislamiento y cultivo de miofibras con sus células satélite a partir de ratas Wistar.
Donde se estandarizo el proceso de extraccion, aislamiento y cultivo de miofibras

en un medio apropiado para su mantenimiento, logrando conservarlas en cultivo
por 30 dias con crecimiento celular y expresion de células satélite, demostrando
que el procedimiento desarrollado es apropiado para el mantenimiento de células

viables.

1. INTRODUCCION
1.1 Tejido Muscular

El tejido muscular es responsable del movimiento de
los organismos y de sus Organos. Dentro de su
composicion se encuentran unas células denominadas
miocitos o fibras musculares quienes tienen la
capacidad de contraerse. Su capacidad contractil
depende de su asociacion entre dos filamentos, los de
actina y los de miosina Il. El tejido muscular se
divide en tres tipos: esquelético, liso y cardiaco. Se
diferencian por su aspecto y forma. Donde las células
presentes en el musculo esquelético son muy largas y
estriadas, las células del musculo cardiaco, o
cardiomiocitos, son mucho mas cortas, son
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ramificadas y poseen también estrias, y las células
musculares lisas son fusiformes y sin bandas
transversales, de ahi el nombre de masculo liso ®.

Las células musculares, aunque pueden incrementar y
disminuir su tamafio (hipertrofia), no se suelen dividir
en condiciones normales. En la vida postnatal la
reparacion y crecimiento, es decir, aumento del
namero de células del tejido muscular, se debe a otras
células denominadas células satélite. Estas son
células mononucleadas que se localizan asociadas a
las células musculares estriadas, y se localizan entre
su membrana celular y la lamina basal. Actdan como
células madre adultas que tienen la capacidad de
producir nuevas células estriadas maduras con
capacidad contractil .
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Imagen 1. Organizacién del musculo esquelético @.
1.2 Células Satélite

Las células satélites son células madre especificas
del muasculo esquelético localizadas entre la ldamina
basal muscular y las miofibras en estado activo e
inactivo (Go). Las células satélite se originan a partir
de somitas o del mesodermo craneal y expresan
factores en el nicleo que son usados como
marcadores moleculares como lo son Pax3+ y
Pax7+, células progenitoras musculares @.

Estas células madre son necesarias para el
crecimiento, el mantenimiento y la regeneracion del
musculo esquelético. A su vez también se pueden
distinguir en funcién de sus caracteristicas celulares,
por ejemplo, su alta relacion nicleo-citoplasma ©).
Las células satelitales inicialmente proporcionan
mioblastos para el crecimiento muscular, antes de
convertirse en mitéticamente inactivas a medida que
el musculo madura. En los adultos, se pueden
reclutar células satélites para suministrar mioblastos
para la homeostasis rutinaria de la fibra muscular o
para las demandas méas esporadicas de hipertrofia o
reparacion de las miofibras, ademas de producir
progenie destinada a la diferenciacion, las células
satélite también mantienen su propia poblacion por
auto renovacion, cumpliendo asi los criterios
definitorios de una célula madre como se describid
anteriormente @,
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Imagen 2. Estructura muscular de una célula
satélite™,

1.3 Regeneracion de las células satélite

Las células madre pueden dividirse y autorrenovarse
de dos maneras: division celular asimétrica y division
celular simétrica. En la division de células
asimétricas, una célula madre parental da lugar a
células hijas doblemente diferentes: una célula madre
hija y otra célula hija destinadas a la diferenciacién.
En la division celular simétrica, una célula madre
parental se divide en dos células madre hijas de igual
raiz. De ninguna manera, el namero de células madre
se mantiene en un nivel constante. La auto
renovacion de células madre por division celular
asimétrica se ejemplifica por células madre
neuronales. La auto renovacion de las células madre
por division celular simétrica se  observa
frecuentemente en células madre hematopoyéticas y
células madre de la linea masculina de mamifero. La
capacidad de auto renovacion de las células satélite
esta claramente demostrada por su notable capacidad
para mantener la capacidad de regeneracion
muscular®),
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Imagen 3. Activacion y diferenciacion de las células
satélite (5).

2. METODOLOGIA
2.1 Modelo Experimental

En el presente proyecto se utilizaron 2 ratas Wistar
con pesos de 320 y 360 gramos, los biomodelos se
mantuvieron en el bioterio de la Universidad Icesi
con la aprobacion del comité de ética animal de la
universidad Icesi. Estos se mantuvieron en ayuno por
8-10 horas antes de dar inicio a la ejecucion del
proyecto.

2.2 Preparacion de reactivos y materiales

La metodologia desarrollada para la elaboracién del
proyecto se obtuvo a partir de adaptaciones realizadas
a los protocolos propuestos por Yann Simon et al ©® y
Paul Keire et al?.

2.3 Preparacion de medios de cultivo y de lavado

e Medio de lavado: se prepararon 9 mL de
solucion salina con 1% de
penicilina/estreptomicina.

e Medio de digestion: a partir de un tubo falcon
gue contiene 30 mg de colagenasa tipo | en 1
ml, se tomaron 0,33mL y se completé con
DMEM para alcanzar un volumen final de
10mL, obteniendo una concentracién de
0,1%P/V.
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e Medio de Cultivo: Para un volumen de 30mL,
se suplemento un DMEM rico en glucosa con
20% de suero fetal bovino (SFB) ,10% de suero
de caballo (HS), 1% de
penicilina/estreptomicina, 1% de I-glutamina y
2% de extracto embrionario de pollo (CEE).

2.4 Preparacion para la extraccion del EDL

Se procede a rociar con etanol al 70% las
extremidades del biomodelo a trabajar,
posteriormente se retira el vello mediante el uso de
cuchillas de manera que sea evidenciable el musculo
a extraer. La rata fue anestesiada en una camara
adecuada que contenia isoflurano al 30%, luego se
trasladd a un sistema de sujecion donde se
inmovilizaron sus extremidades facilitando su
manejo.

2.5 Extraccion del EDL

Mediante el acompafiamiento de un profesional
capacitado en cirugia, se procedi6 a realizar la
extraccion del musculo EDL, tras lograr exponer el
musculo objetivo, se procede a extraerlo con
precaucion evitando dafiar el tejido a trabajar.

Imagen 4. A) Sujecion del  biomodelo.
B) Procedimiento de extraccion del EDL de rata
Wistar. C) Soporte para cirugia.
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2.6 Digestion Enzimatica

Para la digestion muscular, se adicionan 3 mL del
medio de digestién a cada musculo EDL extraido, las
placas se llevan a incubar por 1,5ha2 ha37°Cy 5%
CO:.. Se realiz6 un seguimiento a las placas mediante
el uso de un microscopio cada 10 minutos después de
la primera media hora, asegurando una apropiada
digestién enzimatica.

2.7 Cultivo Celular

En primera instancia se procede a inactivar la
solucién de colagenasa con una mezcla de DMEM y
SFB al 10%.Posteriormente  mediante el uso de una
pasteur de vidrio autoclavada y el acompafiamiento
visual de un microscopio, se procede a pasar las
fibras libres a una placa de 24 pozos adicionando una
cantidad suficiente de fibras por pozo y completando
con medio de cultivo.

Las fibras fueron monitoreadas semanalmente
durante 30 dias con cambio de medio cada 8 dias.

3. RESULTADOS

e Extraccion del EDL

El procedimiento de extraccion del musculo diana
fue exitoso logrando extraerlo en perfecto estado
sin signos de lesion alguna. Los musculos EDL
fueron llevados a placas Petri individuales para su
posterior tratamiento.

Imagen 5. Musculos EDL de rata Wistar.
e Digestién enzimatica

La digestion del musculo se realiz6 utilizando una
solucién de colageneasa al 0,1% P/V arrojando los
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siguientes resultados para las dos extracciones
realizadas.

Imagen 6. A) Digestion Enzimatica para el
biomodelo 1. B) Digestion enzimatica para el
biomodelo 2. C) Fibras liberadas tras 1 hora de
contacto con la solucion de colagenasa. (Fotografias
bajo un objetivo de 10X).

e Cultivo Celular

Los resultados obtenidos para el cultivo celular a
partir del musculo EDL para el biomodelo 1y 2, se
presentan en las tablas 1 y 2 respectivamente.
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Biomodelo 1

Dia 1 (10X)

Dia 10 (20X)

Tabla 1. Cultivo de miofibras para el biomodelo 1.
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Biomodelo 2

Dia 1 (20X)

Dia 5 (20X) Dia 7 (20X)

)

Dia 25 (10X)

Dia 30 (10X)

Tabla 2. Cultivo de miofibras para el biomodelo 2.
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Imagen 7. Crecimiento de células satélite tras 15 y
20 dias de Cultivo.

4. DISCUSION

Para el correcto entendimiento de la estandarizacion
del protocolo desarrollado, es indispensable abordar
los puntos criticos que surgieron en el proceso de
digestion enzimatica y cultivo celular.

En primera instancia, la digestion enzimatica fue el
proceso mas meticuloso del protocolo, esto debido al
control de factores tales como: el tamafio del
mausculo, la hipercontraccion de las fibras y la sobre
digestion enzimatica.

El tamafio del musculo resultd ser un inconveniente
en el proceso de adicion del medio de digestidn,
generando que este solo actuara en la periferia del
tejido. En trabajos realizados por Yann Simon et al®),
se observa que se realiza el proceso con un musculo
de raton y que una minima cantidad de medio de
digestion es suficiente para cubrir a plenitud el
musculo extraido. Por ello, dado que se trabajé con
musculo de rata y esta presenta grandes diferencias
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en dimensiones, fue necesario realizar cortes
longitudinales en el sentido de las fibras, de manera
que se fragmento el musculo en 3 porciones
generando que el medio de digestion tuviera mayor
contacto y pudiera actuar de una manera mas
efectiva.

La hipercontraccion de las fibras puede generarse tras
someter a un estrés mecanico significativo a las
células musculares, esto se evidencio en la primera
extraccion ~ donde  fue necesario triturar
mecanicamente el musculo para que este pudiera
liberar una mayor cantidad de fibras al medio. Como
resultado se obtuvieron fibras contraidas y
aglomeradas, de manera que el pasaje individual de
estas fibras a placas de cultivo resulté dificultoso.
Este problema estuvo intimamente relacionado con la
digestion enzimatica, donde inicialmente se planted
una concentracion de 0,05% P/V de soluciéon de
colagenasa, la cual resulto ineficiente para llevar a
cabo el protocolo. Lo anterior debido a que tras 1
hora de digestion las fibras no se liberaban de manera
eficiente, por lo que resulto necesario acompariar el
proceso con trituracion mecanica, razén que explica
la hipercontraccion en el proceso. Ademas, dado que
el proceso de digestion resulté ineficiente se alargo el
periodo de contacto con la solucion de coleganasa
pudiendo causar dafio en el tejido.

La hipercontraccion de las fibras, asociada a factores
como el tiempo de digestion y la trituracion
mecanica, se reproducen en la misma medida en
protocolos como el de Yann Simon et al® y Paul
Keire et al™, donde se hace hincapié en no exceder la
trituracion del musculo mediante esfuerzo mecanico.
Por lo cual, para corregir el problema en el proyecto
se plante6 una segunda concentracion de colagenasa
del 0,1% P/V, una concentracion menor a la utilizada
en los protocolos descritos anteriormente (0,2% P/V).
Tras realizar este ajuste las fibras comenzaron a
liberarse  sin  necesidad de realizar un
acompafiamiento con trituracién mecanica,
obteniendo fibras libres féciles de llevar a medios de
cultivo tal como se observa en la imagen 6, B. Por
ello, se cambian las placas de cultivo individuales, a
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placas de 24 pozos donde se reduce el volumen de
medio de cultivo y se ajusta a un ndmero suficiente
de fibras por pozo facilitando su control rutinario.

El segundo punto critico en el proyecto corresponde
al cultivo de células satélite, donde para el primer
ensayo no fue posible su cultivo dado que Ia
composicion del medio no era la adecuada para su
crecimiento. Dicho medio constaba de 10% FBS, 1%
Penicilina/Estreptomicina, 1% I-glutamina y 2%
CEE, donde se prescinde del HS dado que protocolos
homdlogos como el desarrollado por Hindi L et al ®),
no contemplaban dicho reactivo y obtenian fibras
adheridas tras un periodo de cultivo.

Por ello, se ajustan las concentraciones y se incorpora
HS para el trabajo con el segundo biomodelo, donde
tal y como se observa en la imagen 7, tras 15 dias de
cultivo se comienzan a expresar las células satélite en
el medio. Cabe resaltar que la cantidad de células
satélites obtenidas fue muy reducida, donde
aproximadamente un 95% de las células correspondia
a fibroblastos. Dicha limitacion puede solucionarse
mediante la implementacion de factores de
crecimiento como el FGF2, factor de crecimiento de
fibroblastos bésico tipo 2, el cual es un agente que
estimula la supervivencia y crecimiento celular.

Por otra parte, el proceso de asepsia y limpieza de los
equipos resulto indispensable en el proyecto
permitiendo que no se evidenciara contaminacion en
ninguno de los dos ensayos realizados. En el proceso
de pasaje de células para su cultivo, es indispensable
mantenerlas en un ambiente con flujo laminar o en su
defecto no mantenerlas més de 3 minutos fuera de la
incubadora, de manera que se mantenga su estado de
inocuidad.

Por ultimo, cabe resaltar que mediante los cultivos
obtenidos no fue posible realizar un conteo celular ni
calculos de viabilidad. Lo anterior se debe a que las
fibras libres no lograron adherirse al medio, dado que
este no contaba con factores de crecimiento ni una
matriz que les facilitara su adhesion. Por ello, el
alcance de este proyecto se delimita hasta lograr la
expresion y el mantenimiento de células satélite.
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5. CONCLUSION

Mediante el protocolo obtenido, tras realizar los
ajustes necesarios, fue posible lograr la extraccion y
el cultivo de miofibras libres junto con sus células
satélites, sin embargo, es indispensable tener presente
los puntos criticos mencionados, realizando los
ajustes necesarios que faciliten futuras réplicas del
protocolo, para obtener resultados aceptables y
reproducubles.
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