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INTRODUCCION

Es un hecho demostrado que las células disociadas de tubos cardiacos va
diferenciados y funcionales, cultivadas en medios adecuados. son capaces de rea-
gregarse formando conglomerados musculares que laten ritmicamente?, '3, 18, 10,
ll. 2(»).

Asimismo, sabemos™. que las células del entomesoblasto de las dreas cardio-
sénicas de embrién de pollo son capaces. aisladas unas de otras y cultivadas, de
adquirir la propiedad de contraerse ritmicamente, partiendo del estadio 4 y 5'
en el que todavia no han manifestado signos de diferenciacion.

La composicion del medio parece influir sobre el comportamiento v manteni-
miento de la contractilidad de células cardiacas de embrién de pollo en cultivo.
Asi!, utilizando el medio de cultivo de Eagle, suplementado con suero fetal y/o
extracto embrionario, se comprueba que. enando este medio no se dializa, aumenta
el mimero total de células Pas positivas (miocitos). En el estudio de la influencia
de los medios de eultivo sobre los clones miogénicos de embrién de pollo, se ha
podido observar®®, que enriqueciendo el medio con suero fetal bovino, se incre-
menta la capacidad proliferativa de las células.

Estudiando la aceion de distintos medios condicionados, sobre la actividad
contrdctil de células cardiacas disociadas y cultivadas «in vitro»’, observan que
algin factor intrinseco del medio relacionado con su composicién puede actuar
como represor de las contracciones de estas células.

En este trabajo protendenms estudiar la accién de dos sueros (equino y fetal
hovino), utilizados como factores de enriquecimiento del medio de cultivo, sobre
la diferenciacién funcional (contracciones) que son capaces de adquirir las célu-
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las cardiacas cultivadas «in vitro». cuando proceden de estadios previos a la
diferenciacion.

MATERIAL Y METODOS

METODOS DE CULTIVO

Se realizan cultivos «in vitro» de células entomesobldsticas procedentes de
las dreas cardiogénicas de embrién de pollo de estadio 5'%. La recogida de las
dreas cardiogénicas se realiza dando dos cortes transversales paralelos. uno a
nivel del final de la prolongacion cefilica y otro 0.4-0.5 mm por detrds del
médulo de Hensen, basandonos en la localizacion de dichas dreas’. 22, 23, A\ con-
tinuacién se procede a la extraccién del entomesoblasto, para lo cual se utiliza
tripsina Difeo 1:250 al 2 % en una solucién salina libre de cationes bivalentes. a
la que se afiade carbosimetileelulosa al 0,3 %, con el fin de proteger las membra-
nas celulares®. El tratamiento se realiza a 37° C durante 12-15 minutos. A conti-
nuacion se lavan los fragmentos en solucion libre de Ca™ y Mg™*y se procede a
aspirar e impulsar cada uno de ellos a través de una pipeta de calibre ligera-
mente inferior al tamafio de los mismos. Tras varios ciclos, el ectoblasto se
separa limpiamente del entomesoblasto.

a) Cultivo en medio liquido

Una vez realizada la separacién celular mediante pipeteado enérgico™. se
cultivan en el medio de Eagle, suplementado en unos cultivos con el 10 % de
SUETO equino y en otros con la misma cantidad de suero fetal bovino. En ambos
casos el medio se complementa con 0,06 ml de glutamina, 100 U.L. de penicilina
Y 100 mg de estreptomicina por ml de medio. La suspensién se prepara sem-
brando 5-6 % 105 células por ml. Los cultivos son incubados en un agitador orbi-

tal (70 r.p-m.) a 37° C durante 24 horas.

b) Cultivo en medio sélido

Los agregados obtenidos se sometieron a un segundo cultivo en medio semi-
s6lido®, consistente en siete partes de solucién de Bacto-Agar al 1 % en liquido
de GEY, tres partes de solucién Tirode y tres partes de extracto embrionario de
pollo de nueve dias, La duracién del cultivo puede prolongarse hasta siete dias.

¢) Eliminacién de lqs proteinas del medio de cultivo

Como método de comprobacién, eliminamos las proteinas presentes en el
medio de cultivo®, mediante filtracién con membrana de AMICON UM 05, que
retiene las de peso molecular superior a 500.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los agregados celulares se incluveron en una matriz de bacto-agar al 2 %.
para facilitar su manejo durante el procesado posterior”. Las piezas se someten a
una primera fijacién durante 30 minutos a 4° C con glutaraldehido al 2° en 0.1M
buffer fosfato pH 7.4 v a una postfijacion con tetréxido de osmio al 1 % en fos-
fato buffer durante 1 hora a 4° C. Después de la deshidratacién con aleoholes v
oxidos de propileno. las piezas se incluyeron en Epon 812'°. Los cortes semifi-
nos destinados a microscopia éptica (MO) se realizaron con espesores de 0.5-1
w m. optimos para la tineion con azul de toluidina®. Los cortes ultrafinos corres-
pondientes se contrastaron signiendo la téenica de doble tineion (acetato de ura-
nilo v eitrato de plomo)'. examinados en un microscopio electrénico JEOL 100
CK n]u‘l';mlln a 60 Kv.

RESULTADOS Y DISCUSION
E.rpa'.r'f(’u('ius con suero equino

Las colonias obtenidas. a partir del entomesoblasto cardiogénico, en el medio
liquido de Eagle suplementado con un suero equino y sometidas a un cultivo
posterior en medio sélido diferenciaron amplias vesiculas, detectables ya en los
agregados formados en el medio liquido. En algunos casos practicamente todo el
reagregado era una vesicula provista de un pequeiio pediculo. Algunas de estas
vesiculas se fijaron a las 24 horas de cultivo para su posterior estudio al M.0. y
M.E.. oh-ervindose que estaban limitadas por un endotelio nitido.

'|'|..{J~]mrlmlus al medio sdlido. se formaron colonias grandes (1-1.5 mm de
diametro). con vesiculas aparentes. preferentemente en la periferia de los reagre-
gados (fig. 1), que comenzaron a contraerse en algunos casos a los dos dias de
cultivo, llegando a aleanzar diferenciacion funcional 18 reagregados de un total
de 30 (60 %) a los 3-4 dias de cultivo.

Con la intencién de comprobar si la ausencia de diferenciacion funcional,
observada en algunos reagregados. puede ser debida a alteraciones estructurales
producidas en las células durante el proceso de cultivo (problemas de nutricion
en el medio, hipoxia celular, ete...), se realizaron estudios ultraestructurales
mediante microscopia electrénieca.

En todos los casos se observo diferenciacion de tejido cardiaco. sin encontrar
diferencias entre las colonias que se contraian en el medio s6lido y las que no lo
hacian (figs. 2 v 3).

A los cuatro dias de cultivo en dicho medio, las caracteristicas mas frecuente-
mente observadas en las células cardiacas diferenciadas en dichos reagregados
fueron: gran cantidad de miofilamentos unidos de forma desordenada en diversas



direcciones, confluyendo generalmente hacia un eshozo de banda 7Z. que pre-
senta forma redondeada (fig. 4). Otras veces se encuentran ordenados formando
haces que se unen longitudinalmente por varias bandas Z. constituvendo asi mio-
fibrillas alineadas en una sola direceion. Es de destacar también la presencia de
abundantes granulos de glicdgeno, bien dispuestos entre las miofibrillas. bien for-
mando aciimulos caracteristicos alrededor de rotas de lipidos (figs. 5 v 0).

Las células establecian contactos intimos. destacando la presencia de nume-
rosos desmosomas. Se apreciaron también en zonas de contacto intercelular dis-
cos intercalares complejos. hacia los cuales confluian haces de miofilamentos
procedentes de mioblastos adyacentes.

Estas mismas camcten’sti(:.as son deseritas por diversos autores como tipicas
de las células cardiacas en diferenciacion, tanto en el desarrollo «in ovoy'i. 1720
*L como «in vitro»?, 21, 27, 31,

En el mismo reagregado se observaron mioblastos en distintos grados de dife-
renciacion, como ocurre también en el desarrollo normal'®. lo cual indica que la
diferenciacién de estas células es un proceso continuo. Los mioblastos mds joves
nes se caracterizaban por la ausencia de organizacion miofibrilar. presentando
grupos de miofilamentos adoptando formas muy variadas (dispuestos en paralelo.
cruzandose, etc.), pero sin organizacién aparente (fig. 7).

D-e todo lo anteriormente expuesto podemos deducir que la ausencia de dife-
fenclacién funcional encontrada en algunos cultivos no puede ser debida a una
mayor o menor gradacion en la diferenciacion morfologica, o a fenomenos de
degeneracign celular, como demuestra el estudio al M.E. de los mismos. no
habiéndse encontrado diferencias desde el punto de vista estructural entre los
reagregados contractiles y los que no manifestaron contraceiones. .

Ciertos componentes del suero® (posiblemente la porcion gamma-gluhu_lma)
Pueden tener yp efecto depresivo sobre la actividad contréctil de células cardiacas
de embriones de 7 dias cultivadas «in vitro». Por ello, pensamos que en nuestro
¢a50 la inhibicin funcional observada en algunos reagregados se deba a algin

actor extrinseco a lag células, relacionado con el suero empleado para enrique-
cer el medio,

E S
*Periencia con suero bovino

Las colonias obtenidas en el segundo tipo de cultivos, en los que se introdujo
Na tnica variante consistente en enriquecer el medio con suero fetal bovino,
Hostraron algunas diferencias desde el punto de vista morfoldgico y funcional en
relacién o anteriores datos. Los reagregados obtenidos tanto en el medio liquido
omo en el s6lido, presentaban un aspecto totalmente compacto y macizo (fig. 8).

"l ningiin caso se ohservaron contracciones, ni lampoco vesiculas, a diferencia
de. lo que habfamos observado en el primer tipo de cultivos, pues estas altimas
eXistian incluso en aquellos reagregados que no presentaban contracciones.

El estudio al M.E. demostré la diferenciacion de tejido cardiaco con sus
caracteristicas propias. va ciladas anteriormente. en todos los reagregados.

E.\'pe*ri('m’iu con suero bovine sin macromoléculas

Los resultados obtenidos fueron similares, desde el punto de vista funcional.
a los deseritos en el segundo tipo de cultivos va que en ningin caso las colonias
del medio =olido presentaron contraceiones.

Fl extudio estructural de estos reagregados permitio observar mioblastos en
avanzado grado de diferenciacion. que establecfan estrechos contactos. con nu-
merosos desmosomas v discos intercalares. En el citoplasma celular destacaban
miofibrillas intercalares. En el citoplasma celular destacaban miofibrillas largas
orientadas en una sola direccion v bordeando periféricamente a los nicleos. En
algunas ocasiones estaban interrumpidos a intervalos regulares por hasta 10 y 12
bandas 7. A ambos lados de esta viltima. llamaba la atencion claramente la pre-
seneia de un dizeo I Las mitocondrias (con erestas muy aparentes) v los grdnulos
de glll(‘t')g(’llu eran muy abundantes.
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Fagura Lo—1 gy ;_:4-!-1 develulis entomesollishieas procedentes e s areas cardigemeas cultivadas durante

un dia en medio liquida voenatro dias en medio salido. Se aprecian vesiculax muy notables en la periferia del
reagregado. Didmetro aproximado: 1.5 mm.
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Fizura 2. —\f; g = ! . ]
#ura 2.—Mierografia de un cardiomiocito eon una estruetura tipica. diferenciada en una colonia que habia

manifestado contraceiones a los tres tipos de cultivo en medio <olida, 7.000 \.

Figura S.=Micrografia de miofibrillis con varios sare6meros, Notese |y presencia de granulos de glucdgeno

Figura 3.—p, . i
BUTA 3. —Panordmicy de| tejido cardiaco diferenciado en un reagregado que no habia manifestado contrae- ) (G) entre las miofibrillas, Se

i 5.500 X aprecia también un desmosoma (1) y un future disco interealar (1). 30.000 X.
ciones, 5. ;
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Figura 6.—Dogalle de aeimulos de srinulos de sliedmeno (G) dispuestos alvededor desota- de i
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Figura 8.— Reagregado de eélulas candiacass no <e aprecian formaciones vesiculares. Didmetro aproximado: 1 mm.

Los resultados negativos indican que no es un factor protético el responsable
de la ausencia de contracciones. Sin embargo. los niveles de diferenciacion
estructural aleanzados. mas altos que los obtenidos en los anteriores cultivos. nos
hacen pensar que la ausencia de proteinas del medio liquido favorece la diferen-
ciacion estructural del tejido cardiaco. Estos datos coinciden con los de Joxes y
col.'®, que alcanzan también altos niveles de diferenciacion morfolégica cuando
cultivan células cardiacas ventriculares en un medio en el que bajan la concen-
tracién del suero del 10 % al 0.1 %.

A la vista de los hechos anteriormente expuestos podemos concluir que la
adicion de suero fetal bovino al medio de cultivo inhibe la expresion de la con-
tractilidad de los reagregados de células cardiacas cultivadas «n vitro». Este
mismo efecto se manifiesta al aiadir suero equino, pero con menor intensidad,
pues al menos algunos reagregados se contraen.

RESUMEN

Se estudia la diferencia de dos sueros (equino y fetal bovino) utilizados como
factores de enriquecimiento del medio de cultivo, sobre el comportamiento fun-




- cional de células cardiacas procedentes de embriones de pollo de estadio 5 de

H.H.

, disociadas y cultivadas «in vitro».

Los resultados obtenidos, comprobados mediante técnicas de microscopia
6ptica y electrénica, demuestran que la ausencia de diferenciacion funcional en
todos los reagregados procedentes de un medio al que se habia adicionado suero

fetal bovino est4 relacionada con la presencia de dicho suero en el medio de
cultivo.

FUNTIONAL DIFFERENTIATION OF CHICK EMBRYO

CARDIOMYOCYTE INCELLULAR AGREGATED. THE INFLUENCE

OF SERUM SUPLEMENT

SUMMARY

The effects of equine and fetal bovine serum as enrichment factors in the
culture medium were studied with special attention to their influence on the

functional behaviour of cultured cardiogenic cells obtained, from stage-5 chick
embryos.

The results, which were controlled by light and electron microscopie techni-
ques, evidenced an effectiva absence of funtional differentiation of all the aggre-
gates cultured in the presence of fetal bovine serum.
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