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It has been studied the effect of different chemicals on heart muscle cells from
chicken embryos cultured in Eagle’s medium with 10 % Fetal Bovine serum.

The cultures incubated with estrogens showed very poor growth and the cells look
damaged.

Potassium chloride added to the medium to give 800 mg/1 as final concentration
improved the growth, but not the cells diferentiation. The cultures to which was
incorporated the potassium enriched medium get an optimum growth 24 hours before
that controls, at least. Highest concentrations of potassium chloride don’t gave best
results.

Se sabe que el tejido muscular cultiva-
do in vitro tiene numerosos requerimicn-
tos nutritivos (7). Uno de los necesarios,
y tambien para muchos otros tipos celu-
lares, es el suero. Durante el curso de
unos estudios sobre el papcl de los estro
genos en la sintesis de mioglobina, llego
a ser interesante determinar el efecto de
estas y otras hormonas sobre el creci-
miento y la diferenciacion de cultivos de
tejido muscular estriado. Luego, y con el
niismo proposito, el trabajo se extendio a
distintas clascs de sustancias quimicas
que, de alguna manera, estan relacionadas
con la normal funcion o con la estructura
del propio tejido muscular.

Material y metodos

PREPARACION DE LOS CULTIVOS. Uno O
dos corazones de embriones de polio de
18 dias de edad eran colocados en una pe-
quena placa de Petri y perfundidos con
solucion salina-glucosada de Earle (des-
provista de calcio y magnesio). Despues
de ires lavados sucesivos en solucion de
Earle, se anadian 5 ml de una solucion
enzimatica. Esla solucion se componia de
tripsina (Worthington) al 1 % en solucion
de Earle (sin calcio y magnesio). El o los
corazones. en la solucion enzimatica. eran
trilurados con una hoja de afeilar esleril
y colocados a 38' durante 30 a 45 minu- 
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tos. En este periodo, la suspension de ce-
lulas era succionada muy suavemente va-
rias veces con una pipeta tipo Pasteur de
amplio orificio capilar para ayudar a la
disociacion de las masas celulares sin da-
narlas. Unos minutos antes de dar por fi-
nalizada esta etapa, se anadia una dimi-
nuta cantidad de varidasa en polvo, que
convertfa a la suspension de celulas muy
gelatinosa en una suspension manejable.
Esta suspension formada por celulas y
pequenos agregados celulares era transfe-
rida a un tubo conico de centrifuga de
unos 15 ml despues de haber puesto en la
suspension 0,5 ml de una solucion de in-
hibidor de tripsina al 10%. El volumen
final de la suspension se llevaba a 10 ml
con solucion salina-glucosada de Earle
(sin calcio y magnesio). Al cabo de 5 mi
nutos, los agregados de celulas han sedi-
mentado y el sobrenadante es pasado a
otro tubo y usado como inoculum. La
suspension final contenia celulas muscula-
res abundantes, algunas celulas rojas y
algunos fragmentos o globus de celulas.

Un inoculum de 0,05 ml de la suspen
sion final (con 3 a 5 X 105 celulas) se
anadian a un vial (18 X 60 mm) conte-
niendo 1 ml de medio de crecimiento y un
cubre redondo de vidrio (cover slip) de
16 mm de diametro. El vial fue cubierto
con una ligera capsula de aluminio.

Los viales se incubaban en una estufa
de cultivos, 37° y atmosfera de 95 % de
O2 y 5 % de CO2. El primer examen del
cultivo se hacia a las 24 horas en un mi
croscopic Zeiss de contraste de fase. Al
mismo tiempo, se renovaba el medio de
crecimiento de todos los viales, anadiendo
uno recien preparado. Inmeditamente se
efectuaba la adicion de los distintos com-
puestos quimicos. Un minimo de 8 viales
eran utilizados para una misma dosis de
un determinado compuesto en cada expe-
rimento. Cada 24 horas y sucesivamente,
dos viales controles y dos de cada com-
puesto investigado eran examinados mi-
croscopicamente. Cada cultivo era estu-
diado por un periodo de una scmana, con 

un minimo de cien viales (diez como con
troles y el resto experimentales).

COMPOSICldN DEL MEDIO DE CRECIMIEN
TO. Solucion de Eagle (2), con antibio-
ticos (estreptomicina, 0,05 ml %; penicili-
na, 0,25 ml %, y micostatina, 0,25 ml %).
A este medio, llamado medio completo de
Eagle, se anadian, finalmente, glutamina
(1 %); suero fetal bovino (10%), y rojo
fenol como indicador (0,5-0,6 ml de una
solucion al 1 %).

COMPOSICION DE LA SOLUCION SALINA-
GLUCOSADA de Eagle. En mg/1: CINa
(6.800); CiK (400); glucosa (1.000); Cl2Ca
(200); CO3HNa (2.200); PO4H2Na-H20
(140); SO4Mg.7H2O (200), y rojo fe
nol (10).

En la tabla I se senalan los compuestos
quimicos utilizados y sus concentraciones
respectivas.

Resultados

Efecto del potasio. Los primeros
cultivos se hicieron en medio completo de
Eagle, el cual contiene una concentration
de cloruro de potasio de 400 mg/1 de so
lucion. En estas condiciones, las celulas
alcanzaban un buen grado de desarrollo
hacia el cuarto dia, apareciendo ya las
preparaciones en sus tres cuartas partes
cubiertas de celulas. Solo en las primeras
24 horas fue posible ver movimientos con-
tractiles aislados a algunas celulas de cada
preparation. Sin embargo, tai actividad
era la imperceptible a las 48 horas, aun-
que las celulas presentaron un aspecto
sano a Io largo de todo el cultivo, el cual
duraba unos 7 dias.

Estriaciones en las celulas se empeza-
ban a hacer visibles de una forma espo-
radica entre las 60-72 horas, eran mas
numerosas al dia siguiente, coincidiendo
con el momento de buen crecimiento de
las celulas, para empezar ya a disminuir
posteriormcnte, siendo practicamente im-
posible distinguirlas hacia cl 6.°-7." dia
del cultivo. En el mejor cultivo, de cien
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Tabla I. Relacldn de los compuestos quimicos anadidos a los cultivos de celulas muscu-
lares cardiacas de embriones de polio.

Las sustancias eran incorporadas al cultivo despuSs de las primeras veinticuatro horas de
incubacidn y previa renovacidn del medio de crecimiento. Una cantidad equivalente del

disolvente empleado en cada caso fue anadida a los controles.

Canti
dad (A)

Producto Concentracidn anadida
a cada

vial

CLCa 20 mg/ml H2O 10y20
CIK 40 mg/ml 10y20
MgCIr6H3O 20 mg/ml 10y20
Citrato sddico 10 mg/ml 10y20
Piruvato sodico 10 mg/ml 10y20
0-hidroxibutirico 10 mg/5 ml 10y20
Acetona 1 g/10 ml 10
Glicerol 1 ml/10 ml 10
Acetato sodico 1 g/10 ml 10
Butirato sodico 50 /zg/10 A 10y20
Acido cetobutfrico 5 mg/ml 10
/?-hidroximetilglut£- 50 /xg/10 A 10y20

rico
Creatina 20 /xg/10 A 10y20
Colina-HCI 8 mg/2 ml 10
Acetilcolina-HCI 5 mg/2 ml 10
Carnitina 4 mg/2 ml 10
Carnosina 4 mg/2 ml 10
Inositol 40/ig/10A 10y20

Metionina 10 mg/ml 10
Treonina 10 mg/ml 10
Leucina • 8 mg/2 ml 10
Anserina 4 mg/2 ml 10
Alanina 10 mg/2 ml 10
Trlptofano 4 mg/2 ml 10

Producto Concentracidn

Canti
dad (A)
anadida
a cada

vial

Fenilalanina 4 mg/2 ml 10
Acido aspartico 10 mg/2 ml 10
Asparagina 8 mg/2 ml 10
Prolina 8 mg/2 ml 10
Cisteina 10 mg/2 ml 10
Espermina 2 mg/2 ml 10
Acido caproico 10A/2ml 10
Acido valerico 10A/2 ml 10
Acido malico 20 mg/5 ml 10y20
Adrenalina 2 mg/2 ml 10,5y2
Noradrenalina 2 mg/2 ml 10,5y2

Acido oleico 5 A/ml alcohol 1 y2
Acido linoleico 5 A/ml 1 y2
Acido linolSnico 5 A/ml 1 y2

a-pregnanolona 2,5 mg/ml 1 y2
Testosterona 5 mg/ml 1 y2
Progesterona 2 mg/4 ml 10,2y1
Estradiol 5 mg/ml 2
Dietilestilbestrol 5 mg/ml 2
Hidrocortisona 5 mg/ml 2
Tiroxina 1 mg/ml 5y2

Vitamina A 5 mg/ml 1 y2
Vitamina D 5 mg/ml 1 y2

celulas examinadas, solo de veinte a trein-
ta exhibieron estriaciones visibles micros-
copicamente, el resto de las celulas eran
indiferenciadas.

La adicion de una cantidad extra de
cloruro de potasio (400 /zg/ml de medio
de incubacion de Eagle) mcjoro muy no-
tablemente los cultivos. El ritmo de cre
cimiento era mas rapido que el de los
controles, de manera que la densidad ce-
lular que presentaban las preparaciones
de estos ultimos era tambien mostrada
por aquellas procedentes de celulas tra-
tadas con una cantidad extra de potasio 

en un tiempo mas corto, que oscilaba en:
tre las 48-72 horas de cultivo. En estas
celulas, las estriaciones se hicieron visibles
mas pronto, aunque el percentage de celu
las diferenciadas no cambid, ni tampoco
hubo modificaciones en su actividad con
tract il.

Al aumentar la concentracidn de cloru
ro de potasio en el medio de Eagle has-
ta 8(H) ng ml. el resultado fue igual al ob-
tenido con la mitad de concentracidn.

Efecto de los estrogenos. A las 24
horas de su adicion, los cultivos presen- 
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taban un pobre aspecto, con escaso nu-
mero de celulas y vacuolas en algunas de
ellas, con pocas y pequenas granulaciones
mitocondriales. En el 6.°-7." dia, todavia
aparecian zonas en las preparaciones sin
celulas y otras solamente con una capa
de ellas, cuando en las no tratadas, el cul-
tivo tenia varias capas. En este tiempo,
mas del cincuenta por ciento de las celu
las se observaron con numerosas vacuolas.

Todos los estrogenos ensayados tuvie-
ron el mismo efecto, mientras que el pro-
pilenglicol o el alcohol absoluto (emplea-
dos en la preparation de las soluciones
hormonales) per se no dieron lugar a mo
dification alguna.

Efecto de otras sustancias quimicas.
Del resto de hormonas utilizadas en nues-
tros experimentos, la hidrocortisona actuo
de una forma casi igual a la de los estro
genos, pero con una inhibition del creci-
miento menos intensa.

Ni la tiroxina ni la adrenalina mostra-
ron influencia sobre los cultivos. Igual su-
cedio con el resto de las sustancias qui-
micas.

Efecto de la solucion enzimatica.
Una solucion enzimatica de tripsina al
2,5 % dio un tiempo de disociacion del
tejido cardiaco embrionario suficiente co-
mo para producir una serie de lesiones
irreversibles en las celulas, pues los culti
vos no sobrevivieron las 48 horas.

El enzima colagenasa al 0,5 % o la hia-
luronidasa a la misma concentration in-
hibieron el crecimiento de aqucllos culti
vos preparados con tejido disociado por
dichos enzimas.

La inhibition no desaparecid con cl
cambio del medio de cultivo viejo por
medio fresco.

La tripsina al 1 % dio mas pobres re-
sultados que la mezcla de tripsina con
tripsina inhibidor al 10%.

Influencia de la edad de los embrio-
NES. Los cultivos de embriones de polio 

de 8 y 12 dias tuvieron, en un principio,
un crecimiento mas lento que los cultivos
de tejido cardiaco de embriones de 18
dias, aunque luego mostraron signos de
recuperation. Otro hecho a senalar fue
que los tejidos mas jovenes necesitaron
mas tiempo para ser disociados por la
solucion enzimatica que los de mas edad.

Influencia del propio tejido muscu
lar embrionario. Los cultivos de tejido
muscular de las patas de los embriones o
de la molleja de patos adultos (una sema-
na de edad) crecieron muy pobremente,
en comparacion con cultivos de tejido
cardiaco de embriones de polio de 18 dias
de edad.

Influencia del colageno. En una se
rie de experimentos se trato de saber si el
colageno, de alguna forma, podria ayudar
al crecimiento o la diferenciacion de los
cultivos.

Para ello y antes de la inoculation, los
viales eran preparados de acuerdo con la
siguiente tecnica (4): El fondo de los via
les es cubierto con una solucion esteril de
colageno. Entonces y resbalando por la
pared, se echa una gota de NH40H con-
centrado. Despues de 10 minutos, se lavan
varias veces con agua destilada para de-
jarles, finalmente, secar. Luego se anadia
el inoculum de la suspensi6n de ctiulas,
continuando segun el procedimiento ya
descrito (ver Material y metodos).

La solucion de colageno se hacia disol-
viendo 6 mg de esta sustancia en 10 ml
de acido acetico 0,05 N con agitation du
rante una hora a temperatura ambiente.
La solucion estaba ya dispuesta para su
uso dcspues de una homogenization de
3-5 minutos.

Los resultados conscguidos con este
proceder no fueron concluyentes, pues la
proportion de celulas diferenciadas siguio
siendo la misma que en los cultivos nor
males, aunque las granulaciones mitocon
driales eran bastante mas abundantes.
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Discusion

La introduction de una cantidad extra
de cloruro de potasio en el medio de cul-
tivo de Eagle hace que las celulas muscu-
lares cardiacas de embriones de polio de
18 dias de edad crezcan mejor y mas ra-
pidamente que en las incubadas en Eagle
solamente. El dptimo crecimiento de tales
cultivos se obtenfa 24 horas antes, como
minirno, que en los controles. Esta res-
puesta positiva se lograba cuando la con
centration de potasio en el medio de nu
trition era el doble de la que tiene nor-
malmente. Con una concentration triple,
el resultado era el mismo. El efecto pare-
ce ser especifico, pues ni el calcio ni el
magnesio tuvieron una respuesta seme-
jante.

Seria posible que el potasio facilitara o
incrementara el paso de algun nutriente
especial al interior de la ctiula, acaso a
traves de la activation de alguna molecu-
la transportadora. Pudiera ser tambien
que las celulas en presencia de una cierta
concentration de este ion se adhirieran
menos facilmente, circunstancia esta que
favorece la proliferation celular (9). El
otro hecho de que la proporcion de ce
lulas diferenciadas, con estriaciones, no
aumente cuando el crecimiento ha mejo-
rado se debe, seguramente, a que ambos
procesos son, al parecer, incompatibles (8).

La desdiferenciacion, que se observe en
todos los cultivos hacia el 6."-7.” dia, se
explicaria por el empobrecimiento del
medio en algun micronutriente esencial o
por la acumulacion de algun metabolite
celular perjudicial, sin descartar otras cau-
sas (6).

En el animal complete, el musculo es-
triado quema grasas como fuente de sus
necesidades energeticas, mientras que el
liso usa azucares con los mismos fines.
Tambien el acido hidroxibutirico, forma-
do en el higado por reduction del aceto-
acetil-CoA, pasa a la sangre para Hegar al
musculo cardiaco, donde es metabolizado.
In vivo, al menos, eslos hechos parecen 

indicar alguna clase de dependencia y, sin
embargo, en nuestros experimentos in vi
tro, no fue posible ver ningun efecto con
ese tipo de sustancias. Algo similar suce-
dio en los experimentos con distintos ami-
noacidos y vitaminas. Ni el enriqueci-
miento del medio en aminoicidos, esen
ciales o no esenciales, ni la adicion de vi
taminas mejoro en algo el crecimiento o
la diferenciacion. Es probable, entonces,
que las celulas musculares cardiacas las
puedan ya sintetizar en cantidad suficiente
para no necesitar de su aporte externo, o
que el propio suero fetal bovino, emplea-
do en los cultivos, las contenga (5).

Finalmente, los estrogenos inhibieron el
crecimiento de las celulas, dando lugar
ademas, a otras alteraciones como apari-
cion de vacuolas en el citoplasma. No se
conoce la action de los esteroides sexuales
en otros tejidos, in vitro, pero se sabe que
la hidrocortisona favorece el crecimiento
y estimula la diferenciacion del cartila
ge (3), al igual que hace la tiroxina en co-
lonias de celulas pigmentadas de retina (1).
Para Fell, estas hormonas en estos siste-
mas actuarian estabilizando la membrana
lisosomal. En el musculo estriado, y te-
niendo en cuenta las alteraciones obser-
vadas, los estrogenos producirian una ma
yor fragilidad de dicha membrana, con
la consiguiente lisis de tales particulas y
los correspondientes efectos nocivos para
las celulas.

Resumen

Se ha cstudiado el efecto de distintas sustan
cias quimicas sobre cultivos de celulas muscu
lares cardiacas de embriones de polio.

El cloruro de potasio anadido al medio de
nutrition de Eagle a una concentration final
de 8(H) mg 1, mejoro el crecimiento, sin cam-
biar la proporcion de celulas diferenciadas. Los
cultivos asi tratados alcanzan la maxima den-
sidad celular 24 horas. como minirno. antes que
los controles. Concentraciones mas alias de po
tasio dieron el mismo resultado.

Los cultivos incubados con estrogenos mos-
traron un crecimiento muy pobre con celulas
de aspecto danado.
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