ESTRUCTURA DE LA FIBRA MUSCULAR ESQUELETICA
EN CULTIVO DE TEJIDOS

W. BURO v

Los cultivos de musculo, tanto cardiaco
como esquelético, presentaron desde los pri-
meros trabajos dedicados a ese objeto, pro-
blemas de dificil soluciéon. Por un lado la
posibilidad, repetidamente comprobada, de
que el explanto cumpla procesos progresivos,
es decir, hacia una diferenciacién cada vez
mayor del tejido. Por otra parte el hecho
contrario, frecuentemente observado, de que
los elementos musculares sufren una desdi-
ferenciacion, perdiendo los caracteres estruc-
turales y funcionales del tejido a que perte-
necen.

En lo que al musculo esquelético se refie~
re, el problema empieza con el descubrimien-
to de Harrison! (1910) de que somitos de
rana cultivados en linfa del mismo animal,
se diferencian, dando origen a elementos
que poseen estriacion transversal. Sundwall 2
(1912) y Congdon* (1915) lograron culti-
var muasculo de cobayo y de pollo, respecti-
vamente, comprobando ambos la formacion
de elementos fusiformes, poligonales y a ve-
ces gigantes, sin las caracteristicas de la fi-
bra muscular estriada. Pero los trabajos fun-
damentales sobre el tema son los de W. y M.
Lewis * (1917) y de G. Levi?® (1918).

Los primeros autores demostraron que
cultivando musculo de embrion de pollo en
una época en que presenta ya estriacion
transversal, ésta se mantiene en el explanto
por muchos dias; en cambio no aparece en
los brotes que, naciendo del explanto, cre-

*  Del Departamento de Histologia y Embriologia.
Facultad de Medicina. Montevideo.
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cen en la zona de invasion del cultivo. Sélo
una o dos veces, en un gran numero de cul-
tivos, han podido comprobar los autores
americanos la existencia de estriacion trans-
versal en los brotes, y esto siempre en
la zona inmediata al explanto. Las células
estriadas, al ser cultivadas, pierden su es-
triacion transversal y adoptan asi una con-
dicion mas embrionaria.

Por su parte Levi® (1918), en su contri-
bucion fundamental al estudio de los tejidos
cultivados in vitro, estudia nuevamente la
estructura del musculo esquelético en tales
condiciones. Sus conclusiones no difieren de
las de los Lewis, ya que reconoce la extrema
dificultad de comprobar la existencia de
miofibrillas con estriacion transversal y que,
en todo caso, esto s6lo se observa en la in-
mediata vecindad del explanto.

De Renyi y Hogue % 7 % (1931, 1934, 1939)
mediante el empleo de técnicas de microma-
nipulacion en cultivos, llega a conclusiones
negativas, en cuanto a la existencia de mio-
fibrillas in vitro.

Estos autores analizan también cultivos
con fondo oscuro® (1931), comprobando la
ausencia de miofibrillas en las fibras que cre-
cen en la zona de invasion, aun cuando las
fibras del explanto poseen estriacion trans-
versal bien diferenciada. En el siguiente tra-
bajo de estos autores * (1934), insisten sobre
la ausencia de estriacion cuando se examina
las fibras vivas y su extrema rareza en ma-
terial fijado y coloreado, al punto que sola-
mente una vez pudieron comprobar estria-
cion transversal.
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Friedheim ®* (1931), por el contrario,
comprueba la existencia de miofibrillas es-
triadas, cuando examina las fibras desarro-
lladas in vitro, mediante la luz polarizada.
La estriacion aparece en las fibras que que-
dan en el limite del explanto, raramente en
las radiales que de él nacen. Esta estriacion,
se perderia por la fijacion y coloracion. La
contraccion seria para este autor estrictamen-
te dependiente de la presencia de estriacion
transversal, hecho no comprobado por la ma-
yoria de los investigadores posteriores. Pé-
terfi y Williams ' (1934), sin embargo, com-
prueban las investigaciones de Friedheim.
Goss ' 12 (1932 y 1933) estudia el proble-
ma de la formacion de la estriacion trans-
versal en el musculo cardiaco. No pudo ver
miofibrillas in vivo, aunque en ciertas cir-
cunstancias la disposicion del condrioma le
hiciera pensar en la existencia de estriacion
transversal. Pudo corregir facilmente el
error con el examen a gran aumento. La
estriacion apareceria en practicamente todos
los cultivos luego de cuatro a cinco sema-
nas del explanto. En un metodico estudio
comparativo entre la regeneracion muscular
in vivo y el crecimiento in vitro, Mauer *
(1939) llega a la conclusion de que en cul-
tivos las fibras no presentan estriacion trans-
versal.

Finalmente debemos mencionar el traba-
jo de Chévremont '* (1940) que niega total-
mente la existencia de la estriacion trans-
versal en las fibras que se forman en culti-
vos. Este autor llega mismo a negar la exis-
tencia de disposiciones miofibrilares, soste-
niendo que el aspecto fibrilar, que a veces
presentan las fibras, es debido a la disposi-
cion longitudinal y rigida que presentan los
condriocontos en estos elementos.

Nuestras investigaciones nos llevan a ad-
mitir en forma indudable la existencia de
una estriacion transversal bastante comple-
ja en las células cultivadas in vitro, luego de
fijadas y coloreadas. Esta estriacion no he-
mos podido comprobarla en células vivas,
pero creemos poder explicar este hecho.

MATERIAL Y TECNICA.— Hemos empleado
cultivos de musculo de embriéon de pollo de

siete a catorce dias de incubacion. El que
resulta mas favorable para esta clase de es-
tudios es el embrion de once dias. El muscu-
lo utilizado ha sido ya el musculo pectoral
o bien musculos del muslo. Se sembraron
pequenos trozos de musculo en la manera
habitual en la mezcla de plasma, Tyrode y
extracto embrionario en diversas proporcio-
nes. Para su estudio se utilizaban explantos
de 48 horas. Se estudiaba el explanto in vivo,
ya sea con el microscopio ordinario o con el
diferencial de fases (equipo Zeiss-Winkel).
Algunos cultivos se coloreaban vitalmente
con verde janus o con rojo neutro. Otros
eran fijados y luego coloreados. Como fi-
jadores hemos usado el formol neutro al
10 % para las técnicas de impregnacion ar-
géntica. Para las coloraciones se usaron los
fijadores de Bensley, Zenker y Helly. Se
emplearon las coloraciones con hematoxili-
na-eosina, hematoxilina férrica de Heiden-
hain, y hematoxilina fosfotungstica. Para la
coloracion de los lipidos se empled la técnica
de fijacion y coloraciéon simultanea en for-
mol negro Sudan, segun consejo del profe-
sor Levi. Las impregnaciones argénticas se
hicieron siempre mediante las técnicas de
Rio Hortega con carbonato argéntico.

Hemos empleado las variantes nucleoplas-
matica, general, doble impregnaciéon y panép-
tica (Rio Hortega, 1941).}* Esta ultima ha
sido la que nos ha permitido visualizar en
forma mas perfecta a las miofibrillas estria-
das. También hemos empleado la técnica de
Polak ! ¢ para el condrioma, con excelentes re-
sultados.

RESULTADOS

El estudio de los cultivos de 48 horas, con
o sin coloracion, nos muestra la disposicién
general que ha sido ya descrita por W. y M.
Lewis y por G. Levi y luego confirmada por
los autores posteriores. Son cultivos ricos,
bien proliferados, en los que se observan fi-
bras radiadas que emergen del explanto en
todas direcciones y que alcanzan, a veces,
dimensiones muy notables. (Fig. 4.) Es a
estas fibras a las que hemos prestado espe-
cial atencion. También hay gran abundan-
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Fig. 1.— Cultivo de 48§ horas de midscule esquelético del muslo de un embrion de pollo

de 9 dias de ineubacién. Coloraci6n vital con rojo neutro. Cbj. 2 mm. Inm. aceite. Oc¢ 12x.

La flecha indica la direccién del erecimiento. Se observan las vacuolas teiiidas por el

rojo neutro situadas en la vecindad de los nicleos. Se observan también granulaciones
no tenidas y filamentos.

Fig. 2.— Cultivo de 48 horas de miusculo pectornl de embrién de pollo de 10 dias de

incubacién. Coloracibn vital con verde janus. Inm. 2mm. Oc12x. La flecha indica la

glreccién del erecimiento. Sc¢ observa el condrioma en forma filamentosa y granular.

Se observan también las miofibrillas lisas no tenidas. Haeia la extremidad de la fibra
bay una acumulacién de un gran nimero de nicleos.
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Fig. 3.— Tres imdigenes del condrioma en hro-
tes de museulo esquelético de embridn de pollo
de 9 dias, cultivado durante 48 horas. A: Por-

cion terminal de un hrote. Condriocontos lar-
gos v rigidos. B y C: Porcién intermedia en
dos brotes. 1000 diimetros.

da de otros elementos celulares, en especial
fibroblastos y macrofagos. Ha sido descrita
la transformacion de fibras musculares en
macrofagos (Chevremont, 1940)."* Las fi-
bras musculares presentan anastomosis en-
tre si. En ellas es facil, en general, distinguir
dos tipos. Aquéllas en que, a pesar de unirse
los elementos celulares, puede reconocerse
todavia una diferencia muy neta en la opa-
cidad del citoplasma y en el contenido en gra-
nulos, vacuolas y condriomas. Esto indica
que no hay una verdadera fusion entre los
elementos musculares. En otros casos, en
cambio, no es posible distinguir diferencias
entre dos fibras que se han unido y todo
hace pensar que existe una real fusion. Sin
embargo, De Rényi y Hogue” (1934) nega-
rol esta fusion en base a sus experimentos
de microcirugia. Los experimentos de estos
autores son convincentes en lo que respecta
a la individualidad de las fibras reunidas se-
cundariamente. En algunos de nuestros cul-
tivos, hemos podido comprobar el intercam-
bio de miofibrillas de un modo tal que obli-
gan a aceptar la unidad morfologica de las
fibras anastomosadas. (Fig. 11.)

En los cultivos examinados sin fijacion
ni coloracion, ya sea con el microscopio or-
dinario o con el diferencial de fases, el cito-
plasma aparece mas denso que en los demas
elementos del cultivo. En su interior se re-
conoce la presencia de nucleos, a veces unos
pocos, pero a veces en gran cantidad. Esta
disposicion concuerda con las estructuras que
se hallan en la regeneracion de la fibra mus-
cular y que han sido denominadas “Mus-
kelnschlauche” por los histologos alemanes.
Las fibras musculares presentan vacuolas, a
veces en notable cantidad, que se hallan en
general en las regiones del citoplasma ve-
cinas al nucleo. Estas vacuolas se colorean
intensamente con el rojo neutro y pueden
confundirse, en fresco, con las granulaciones
que se hallan en la proximidad, pero que no
toman el colorante vital. (Fig. 1.) De estas
granulaciones no coloreables por el rojo neu-
tro, algunas no lo son tampoco por el verde
janus.

En el examen en fresco, ya sea en la
parte media de la fibra o en su extremidad
extendida, se comprueba la existencia de ele-
mentos condrioconticos largos y rigidos. Por
ser poco flexuosos se distinguen de los con-
driocontos fibroblasticos, notables por su
disposicion ondulada. Con frecuencia los
condriocontos presentan un aspecto granu-
loso que en el examen sin fijacion ni colo-
racion hace la impresion de una estriacion
transversal. Cuando la coloracion vital con
verde janus ha sido excesiva y aparece co-
lorante en los nicleos, se observa que, de
todos los elementos del cultivo, son precisa-
mente los largos brotes musculares los que
toman una intensa coloracion difusa de todo
el citoplasma. Esta coloracion es mucho mas
intensa que la de cualquier otro elemento
celular vecino.

Las miofibrillas son también visibles en
fresco, ya sea con el microscopio corriente
como con el diferencial de fases. Aparecen
como filamentos alargados que pueden ob-
servarse hasta en la extremidad misma de la
fibra. Nunca estas miofibrillas presentan es-
triacion transversal al examen in vivo, lo
que sorprende por su presencia, muy nota-
ble en los mismos preparados, luego de fi-
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Fig. 4.— Zona de crecimiento de un cultive de 48 horas de misculo esquelético de embrion

de pollo ineubado durante 9 dins. Impregnacion carbonato de plata de Rio Hortega.

Se observan los brotes de filras que ereecen del explanto. Ya a este aumento puede
advertirse la estriaci6n transversal en algunos clementos.
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Fig. 5.— La zona rodeada por un circulo de la
fig. 4, vista a mayor aumento, nos muestra
con mayor preeision la estrineion transversal,

jacion y coloracion. No siempre es facil,
en fibras vivas, distinguir entre miofibrillas
y condriocontos largos y rigidos. En gene-
ral, las miofibrillas pueden seguirse en una
larga extension de la fibra y son menos opa-
cas que el condrioma. Este aparece mas os-
curo y mas grueso y no puede seguirsele en
una larga extension de la fibra como a la
miofibrilla. No hay estriacion transversal
en las miofibrillas. A veces, la agrupacion
de granulaciones, puede simular una dispo-
sicion estriada, pero es siempre facil llegar
a la conclusion de que no se trata de una
miofibrilla estriada.

El condrioma, analizado por la tincion vi-
tal con verde janus, o bien después de fija-
cion, con los métodos de la hematoxilina feé-
rrica y las impregnaciones argénticas, mues-
tra en todas ellas un aspecto similar. For-
mas de baston y granulosas dispuestas todo
a lo largo de la fibra, mas numerosas en las
regiones vecinas al nucleo. (Ver figs. 2y 3.)
Hemos procurado ver si era observable al-
guna relacion entre el condrioma y las mio-
fibrillas en curso de diferenciacion. Nues-
tras observaciones han sido negativas. Me-
diante las impregnaciones argénticas es po-
sible tenir simultaneamente, con gran niti-
dez y en la misma fibra, el condrioma y las
miofibrillas, mostrandose ambas estructuras

como independientes. A veces puede hallar-
se un condrioconto y una miofibrilla juntos,
pero hace pensar que se trate de una simple
relacion de vecindad y no de que haya trans-
formacion de uno en otra. Segin la clasica
opinion de Duesberg, los condriocontos se
transformarian en miofibrillas, lo que no ha
sido confirmado en nuestras observaciones.

Junto a los condriocontos filamentosos se
hallan, en nimero mas o menos grande, gra-
nulaciones mitocondriales reunidas de prefe-
rencia en la vecindad de los nucleos. Tales
granulaciones mitocondriales se distinguen
muy netamente de las vacuolas, cuando se
las colorea vitalmente. Las primeras toman
el rojo neutro en tanto que las ultimas no
se tinen por este colorante, tomando, en cam-
bio, el verde janus.

En los brotes aparecen numerosas gotitas
de grasa, que se hallan situadas en regiones
vecinas al nucleo. Pueden coexistir con una
buena diferenciacion de las miofibrillas, lo
que hace inverosimil que se deba a fenome-
nos degenerativos, y hace mas bien pensar
que se trate de una estructura normal den-
tro de la fibra.

Pero los elementos que mayor interés
han presentado para nosotros, son las mio-

Fig. 6.— La zona rodeada por un circulo de

la fig. 5 a inmersion, permite ver la estriaeidn

transversal en las fibras en regiones alejadas
del explanto.
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Fig. 7.

Fig. 7.

Fig. 8.

Estrineion tranwversn] en dos brotes do un cultivo de 48 horas de masceulo pee-
torul de un embrion de pollo de 11 dias,

1000 difimetros. Puede observarse la

cstrineion trnnsversal, ineluso en uno de los hrotes, muy fino, ue posee tan
s6lo unn miofibrilln, Tmpregnnet6n como los anteriores,
'

Fig. 8.—— listrincion transversal en bhrotes de un enltivo do 48 horas de misculos esque-

I6tico de embriom de pollo de 11 dins,

de plutn de Rfo Hortega,

fibrillas. En nuestros preparados hemos po-
dido comprobar la existencia de miofibrillas
esiriadas y presentando una compleja estruc-
tura. Naturalmentie que esto contradice lo
afirmado hasta hoy por numerosos autores,
de que en el misculo esquelético cultivado
in vitro no se produciria diferenciacion de
mijofibrillas estriadas. En los brotes nacidos
del explanio, pueden verse miofibrillas re-
corriendo toda la longitud del brote y lle-
gando casi hasta su exiremo libre. (Figs. 4,
5y6.)

En ¢ste hay, sin embargo, una zona pri-
vada de miofibrillas y rica en condriocontos
ondulados. Las miofibrillus son en numero
variado en los diferentes brotes, pero en ge-
neral escasas, llegando a reunir ocho a diez

1000 difumetros. Panbptiea con carbonato

elementos. Cada miofibrilla presenta en for-
ma muy neta una estriacion transversal. Son
también 'visibles, en las impregnaciones ar-
génticas, fibrillas con todas las caracteristi-
cas de las miofibrillas, pero sin estriacion
transversal. Corresponden a los elementos
vistos por otlros autores y visibles en fresco.
A veces hemos podido comprobar la conti-
nuidad de estas miofibrillas lisas con otras
en que aparece la estriacion transversal. La
estriacion esta, en la mayor parte de los ca-
sos, representada por una alternancia de dis-
cos claros y oscuros (figs. 7, 8 y 9), pero
pueden presentar aiin mayor complejidad.
Asi hemos podido verificar la existencia de
una esiria de Hensen, muy neta, que dividia
al medio el disco oscuro. (Fig. 12.) Fuera
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. Fig. 9.— Brotes musculares con miofibrillas estrindas en un eunltivo de 48 horas de un
embrién de pollo de 10 dias,

Fig. 10.— Otra imagen en el mismo cultivo de Ia fig, 9.

Fig. 11.— Fibras ramificadas que intereambian Fig. 12.— Fina estruetura de las miofibrillas
miofibrillas. Embrién de polle de 10 dias, en que puede verse la estria H. Embridn de
Explanto 48 horas. Panéptica de pollo de 11 dias. Cultivo de 48 horas. Impreg-

Rio Hortega. naeidn segin Rio Hortega.
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de esto no hemos comprobado ninguna otra
estria accesoria. La estria Z no hemos po-
dido observarla nunca. Un hecho interesan-
te que merece atencion es que las miofibri-
llas se hallan dispuestas de tal modo que no
hay coincidencia, en las miofibrillas vecinas,
entre discos claros y oscuros. Este hecho
puede explicar, tal vez, que a menos que se
logre colorear en forma perfecta los discos
claros y oscuros, no se tendra en conjunto
una imagen de la estriacion transversal. Esto
aparece tan nitidamente en las fibras mus-
culares de los tejidos porque esta coinciden-
cia existe. Tal vez la falta de una estria Z
diferenciada esté relacionada con la disposi-
cion irregular de las miofibrillas, ya sea que
la estria solamente aparece cuando las fibras
se han ordenado o bien que la diferenciacion
de la estria Z sea la que produce la ordena-
cion.

En las anastomosis entre los brotes de
musculo puede observarse el intercambio de
miofibrillas, pasando de uno a otro brote.
(Fig. 11.) Otras veces la imagen se presen-
ta como si al contrario, a pesar de reunirse
dos brotes, sus miofibrillas presenten inde-
pendencia y no se mezclen.

En un caso hemos observado una miofi-
brilla que dentro de la misma célula se con-
torneaba en 8 y se cerraba sobre si misma.

DISCUSION

De las observaciones anteriormente ex-
puestas surge claramente que la miofibrilla
con estriacion transversal es un componen-
te normal de la fibra muscular esquelética
en cultivos de tejidos. Esta estructura no es
visible in vivo aun con el microscopio dife-
rencial de fases, que nos muestra la miofi-
brilla pero no la estriacion transversal. Es
dificil comprender la razon de este hecho.
Por supuesto no debe pensarse que la estria-
cion transversal sea un artificio técnico pro-
ducido por los reactivos. En contra de esta
opinion esta el hecho, repetidamente com-
probado, de que tal estriacion es perfecta-
mente visible in vivo, en los tejidos norma-
les. La razén mas importante de su invisi-

bilidad en cultivos, parece ser la falta de
concordancia entre los discos claros y oscu-
ros de las miofibrillas. No es posible con-
fundir tampoco miofibrillas con condriocon-
tos largos y rigidos. Tanto in vivo con mi-
croscopio de fases, como luego de impregna-
ciones argénticas, es posible diferenciar ne-
tamente unas de otros. Estructuralmente no
es posible tampoco hallar una relacion entre
la histogénesis de las miofibrillas y el con-
drioma. El origen condriosomico de las mio-
fibrillas fué sostenido por Meves (1907) y
Duesberg (1909). Esta doctrina ha sido
aceptada por otros autores que posteriormen-
te estudiaron la histogénesis de las miofibri-
llas: Heidenhain,’” (1911); Haggquist,'
(1931); Levi,® (1946).

Las comprobaciones realizadas por los
autores que han negado la posibilidad de di-
ferenciarse una estriacion transversal en el
musculo cultivado in vitro, han demostrado
ser erroneas. Es posible que las condiciones
de cultivo puedan modificar, en algunos ca-
sos, los resultados. Asi Lewis y Lewis y
luego Rényi y Hogue, han empleado liquido
de Locke, a veces adicionado con caldo y
dextrosa. En estas condiciones han conclui-
do que las miofibrillas eran artificios que no
existian in vivo y que sélo aparecian después
de fijacion y coloracion. En otros casos el
medio empleado ha sido idéntico al usado
por nosotros y no hay otra explicacion que
atribuirlo al empleo de técnicas de colora-
cion inadecuadas.

Otro hecho a cuyo esclarecimiento con-
tribuye esta técnica es al de si existen o no
verdaderas anastomosis entre los brotes mus-
culares. De Rényi y Hogue (1934), en base
a sus estudios de micromanipulacion, niegan
la existencia de las mencionadas anastomosis
y sostienen que se trata solamente de adhe-
rencias superficiales. En efecto, en muchos
casos esto se comprueba con los métodos de
impregnacion que nos muestran que, a pesar
de haber tomado contacto los brotes, las mio-
fibrillas recorren el camino sin mezclarse.
Hay, sin embargo, otros casos en que las
miofibrillas pasan de un brote al otro, lo
que indica la existencia de una verdadera
continuidad protoplasmatica. (Fig. 11.)
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CONCLUSIONES

1¢) La fibra muscular esquelética, que
se desarrolla en cultivo de tejidos, presenta
miofibrillas ya sean lisas o con estriacion
transversal muy neta. Esta estriacion puede
incluso ir acompanada del desarrollo de la
estria H (estria de Hensen).

2°) No se han podido observar estruc-
turas evidentes que permitan aceptar la teo-
ria de que las miofibrillas derivan de los
condriocontos.

3?) La existencia de intercambio miofi-
brilar entre brotes que se anastomosan per-
mite sospechar que, al menos en ciertos ca-
sos, esas son verdaderas anastomosis y no
meras adherencias entre los brotes.

RESUMEN

Se ha estudiado la estructura de las fi-
bras musculares esqueléticas de embriones
de pollo, de distinta edad, en cultivos de
plasma diluido y extracto embrionario. He-
mos podido comprobar la existencia de mio-
fibrillas tanto in vivo' como luego de fija-
cion y coloracion. La técnica mas adecuada
para su demostracion es la impregnacion en
sales argénticas por el método de Rio Hor-
tega. In vivo, ya sea con el microscopio co-
rriente o con el diferencial de fases, se ven
como miofibrillas homogéneas. En cambio,
luego de impregnacion, aparece muy clara
la estriacion transversal e incluso, en algu-
nos casos, una neta estria de Hensen. Nunca
hemos visto la estria Z. La circunstancia de
que la estriacion, con frecuencia, no coin-
cide en miofibrillas vecinas, puede ser causa
de su invisibilidad in vivo.

Las miofibrillas pueden pasar de un bro-
te muscular a otro, lo que permite afirmar
la existencia de verdaderas anastomosis que
han sido negadas por otros autores.

STRUCTURE OF THE SKELETAL MUSCLE FIBER
IN TISSUE CULTURE

SUMMARY

We have studied the structure of the ske-
letal muscle fibers in chick embryos in dif-

ferent stages of development, cultivated in
diluted plasma and embryonic extract. We
have verified the existence of myofibrils in
vivo as well as after fixation and staining.
The most adequate technique to demonstra-
te this is the impregnation in argentic salts
according to Rio Hortega's method. Myofi-
brils appear in vivo as homogeneous longi-
tudinal threads, when observed either with
an ordinary or a phase contrast microscope.
On the other hand, the transversal striation
and even, sometimes, a neat Hensen’s line,
is quite visible after impregnation. We have
never seen the Z line. The circumstance that
the striation frequently does not coincide in
neighbouring myofibrils, can be the cause
of its invisibility in vivo.

The fact that myofibrils can pass from
one muscular sprout to another makes us
confirm, against other authors’ opinion, the
existence of real anastomosis.
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