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1. Introduccion

La célula fundamental del tejido muscular son los miocitos, que tienen vias de
sefializacion y mecanismos de accion para realizar el proceso de contraccion la cual se
considera su principal funcién fisioldgica (Braithwaite JP y col., 2022). Para evaluar
efectos directamente en el miocito se han desarrollado varios modelos de estudios in
vitro con diferentes aproximaciones tedricas basadas en la presencia o ausencia de
contraccion, los cuales variaran en células utilizadas, el modelo estructural necesario y
nutrientes necesarios para el crecimiento, funcionalizacién y caracterizaciéon (Bono N. y
col., 2016). Los modelos bidimensionales son otra alternativa mds practica debido a que
no requieren equipo sofisticado, pero con limitantes mayores al momento de escalar en
resultados de toxicidad, ademas de su incapacidad estructural de realizar
contractibilidad espontdnea (Dessauge F. y col., 2021; Matsui T. y col. 2019).

La tarea de funcionalizacion de dichos miocitos en un ambiente in vitro,
independientemente de tratarse de un modelo 2D o uno 3D, tiene que ver con la
maduracién inducida de sus células precursoras, los mioblastos (Pawlowski M., y col.,
2017). Para lograrlo, se requieren medios de cultivo especificos en funcién de trabajar
con modelos 2D o 3D, los que normalmente son hidrogel, bio- tintas, matrigel, plasma
sanguineo y fibrina (Sun J.C. y col., 2022).

El potencial toxicoldgico de contaminantes ambientales a nivel de funcionalidad de los
miotubos y su contractibilidad en musculo estriado, es un campo de la investigacién
poco estudiado hasta ahora (Najjar S. A. y col, 2020). Conocer el efecto
toxico/farmacéutico de moléculas de interés es clave en el desarrollo de técnicas que
permitan la deteccidn, cuantificacidon y evaluacién de los efectos directos en células
precursoras del miocitos y miocitos maduros funcionales (Welsh B. T. y col., 2021).

Este trabajo ofrece una revisidn de literatura sobre la funcionalizacidn bioquimica de
miocitos in vitro y evaluar su eficacia como modelo experimental fisiolégico con
aplicacion toxicologica para mejorar la inocuidad de las canales.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Realizar revision de literatura sobre la funcionalizacion de miocitos in vitro
bioquimicamente utiles como modelo experimental toxicoldgico.

2.2 Objetivos especificos

e Evaluar la importancia del desarrollo de modelos in vitro de miocitos

e Comprender el funcionamiento biolégico y quimico de los miocitos en
condiciones in vitro.

e Reconocer la utilidad de los miocitos en la evaluacion de contaminantes
ambientales.



e Evaluar las condiciones necesarias para el establecimiento de un cultivo de
miocitos in vitro.

3. Metodologia

Para la realizacidn de este trabajo se utilizaron fuentes digitales de informacion como:
Elsevier, BidiUAM, PubMed y JANE. Se utilizaron palabras clave en la busqueda de
articulos cientificos tales como: skeletal muscle, toxicokinetics, toxicodynamics,
myocyte, isolation, cell culture, two- dimensional, three- dimensional, physiopathology,
pathway myosin contraction.

La informacion obtenida fue analizada y seleccionada con cuidado para mantener el
enfoque principal de la investigacion; se tomd en consideracién la fecha de publicacion
de los articulos encontrados y de la bibliografia revisada para tener seguridad de Ila
validez de los datos que mencione relacionados con la funcionalizacién de miocitos en
modelos in vitro. La informacién, posteriormente se separd en procesos que se
consolidaron para cumplir la meta de la investigacidn. Se analizaron los hallazgos de los
diferentes autores y de este modo se obtuvieron la discusion y los resultados.

4. Actividades realizadas

e Obtencion de informacion especializada a la funcionalizacién de miocitos in vitro.

e Analisis de informacion encontrada enfocada en la funcionalizaciéon de miocitos.

e Interpretacidn concluyente de la informacién de los autores con enfoque en la
funcionalizacidn de miocitos in vitro como modelo de contaminantes.

5. Meta alcanzada

Identificar las caracteristicas mas importantes de los modelos bidimensionales vy
tridimensionales para la obtencién, desarrollo, proliferacién y funcionalizacién de los
miocitos in vitro.

6. Resultados y conclusiones

El tejido muscular estd conformado por fibras musculares con funciones diferentes
dependiendo del tipo de musculo que compongan y en el caso del musculo esquelético
se compone de hebras multinucleadas, Braithwaite JP y col. en 2022 y Pérez Urias y col.
en 2021 explican a cerca de las interacciones de actina y miosina. Su diferenciacion
celular en estudios in vitro es de 10 dias, explicado por Pawlowski M., y col., (2017); Guo
X.y col., (2014), lo que resulta fundamentalmente importante para conocer el proceso
miogénico en modelos 2D y 3D.

Es durante la fase de contraccion muscular que se da a nivel de actina y miosina para
lograr la movilidad musculoesquelética, donde se ve involucrado el ion Ca* para el
proceso de despolarizacion de la membrana, y los autores Guyton A. y col. en 2016 y
Salazar J. y col. en 2018 detallan el proceso, que resulta importante para describir la
base del intercambio id6nico durante el proceso contractii de las fibras
musculoesqueléticas. También Sanabria y col. (2017) explican la transmisiéon axdnica



gue se da como consecuencia de este impulso, mientras que autores como Reinoso T.y
col. (2021) hablan en su estudio a cerca de la predisposicidn de la troponina a unirse con
los iones Ca* para llevar a cabo el proceso de contraccidn y relajacion, aplicable a
entornos in vitro sin importar si se trata de modelos bidimensionales o tridimensionales.

La capacidad motora de las fibras musculares y el intercambio idnico que permite la
contraccion es posible gracias a la interconexidn que tienen las fibras musculares con las
neuronas motoras, siendo fundamental para que dicho proceso contraccion/relajacién
pueda existir y de este modo catalogar las fibras como “funcionales”, Lindsay M Biga y
col. en 2019 detallan también que durante este proceso se ve involucrada la ACh, sus
receptores, iones de sodio y la membrana de las neuronas. Las membranas, al ser
despolarizadas y repolarizadas por los estimulos desencadenantes, componen un
proceso conocido como “ciclo de puente cruzado” donde se lleva a cabo el golpe activo
y donde Das A. y col. (2020) hablan de un alto consumo de energia para lograr
finalmente el proceso de contraccidn y relajacion muscular, por lo que en un modelo in
vitro de cualquier naturaleza, es necesario tener la cantidad necesaria de energia para
gue las células puedan llevar a cabo este proceso funcional.

El proceso de miogénesis de puede resumir en dos etapas, la primera es embrionaria,
mientras que la segunda surge posterior a un dafilo muscular para reparar el tejido
afectado gracias a las células satélite en la periferia de las células musculares. La
miogénesis embrionaria es la etapa en la que descrita por Wang Y. y col. (2019), se ve
mayor influencia por factores tales como la temperatura y demas factores ambientales,
aunque también hablan de variabilidad dependiendo la especie de la que se esté
hablando. Por su parte ShiJ. y col (2022) habla de somitas ubicadas justo a los costados
de la notocorda, que permiten derivar células progenitoras en vertebrados y Chiallou T.
y col. (2016), comentan en misma instancia sobre la importancia que adquiere la
oxigenacion de las células involucradas en este proceso de miogénesis, ya que influyen
en la regulacién directa del desarrollo celular; también mencionan respecto a ello, que
el estimulo de oxigeno cercano al 3-6%, puede mejorar la respuesta del proceso
miogénico en adultos (reparacion muscular por injuria), proceso que Shi J., y col.
explican en su estudio en 2022, argumentando que se comprende de 4 etapas
fundamentales y cada una cumple una funcién especifica. Las células satélites dan
estructura regenerativa a las células musculares, por lo que en el desarrollo y
proliferacién de células funcionales debe haber una coexistencia multicelular, tal y como
Dumont N. A. y col. lo explicaron en su trabajo de 2015, por ello el nivel de complejidad
es alto, ya que incluso en modelos avanzados y muy completos 3D, no siempre es posible
replicar la totalidad de tejidos y diversidad celular que experimentan en un ambiente in
vivo.

Una de las alternativas mas comunes en este tipo de modelos de estudio son los
modelos bidimensionales, sin embargo, al tratarse de cultivos monocapa las deficiencias
de “realidad simulada” son aun mayores, si bien tienen virtudes muy claras tales como
como no requerir equipo altamente especializado, ventajas econdmicas y menor
capacitacién por parte del equipo de trabajo, algunos autores tales como Bono N. y col.



(2016), y Matsui T. y col. en 2019 consideran desafortunadas las limitantes dadas por su
misma simplicidad, adicional Dessauge F. y col. en 2021, quien habla sobre la
incapacidad de funcionalizar células musculares bajo estos parametros, por lo que los
estudios toxicoldgicos se ven limitados. Por otra parte, al hablar de los modelos de
estudio 3D, Urciuolo A. y col. (2020) mencionan que una de las maneras de trabajarlos,
es mediante impresiones tridimensionales que faciliten la emulacion de tejidos reales
en un ambiente controlado in vitro. En este punto se debe elegir, que tipo de modelo es
mas util para el estudio en concreto sopesando los pros y los contras de cada uno y de
este modo tomar una decision electiva hacia la alternativa que pueda brindar un mejor
beneficio al estudio experimental.

Una vez elegido el modelo mds adecuado para realizar el estudio se deben llevar a cabo
los pasos de establecimiento de cultivo apropiados; para establecer el cultivo primario
se han de cubrir ciertas condiciones especificas que faciliten el desarrollo de las células
musculo esqueléticas, pasando por la recoleccidén de las muestras mediante biopsia, y
posteriormente la diferenciacién de dichas células madre o células satélite, bajo los
parametros definidos por Choi K. H. y col. en 2021. Cuando el cultivo se inicia y la
diferenciacion celular estd en proceso, se observa que las células se disponen en haces
ordenados que dardn lugar a los miotubos, donde Nakada S y col, (2022) y Vaughan
Megan y col. (2019) coinciden en considerar 6ptimo el cultivo celular para ser expuesto
a hormonas promotoras de la diferenciacion, de mioblastos a miotubos funcionales.
Adicional a ello, Chiallou T. y col. (2016), escriben que la proliferacién de las células se
vera aumentada o disminuida dependiendo del tipo de medio utilizado para el cultivo,
ya que, en cada etapa explican la importancia del cambio de medio para alcanzar la
mejor respuesta celular. En este punto, es propicio utilizar un microscopio éptico para
la evaluacion morfoldgica de las células cultivadas. La evaluacidn microscépica de las
células del cultivo tiene como finalidad reconocer el grado de eficiencia que tendrd el
modelo para el estudio concreto.

Segun un estudio realizado por Rohrle O., y col. en 2019, la morfologia de las células
musculares esqueléticas puede evaluarse con base en el largo, ancho, longitud de
proyecciones, el didmetro del nicleo y del nucleolo, el nimero de nucleos hallados, el
nuimero de nucleolos y la forma que presenta la célula en cuestidn. Sin embargo, no solo
se deben evaluar morfolégicamente. Las mediciones bioquimicas son verdaderamente
importantes dentro de los parametros de evaluacidn para lo que se utiliza la técnica de
cuantificacion de lactato, descrita por Abdelmoez A. M. y col en 2020 y por Matus O. y
col. en un estudio diferente del mismo afo. Otra de las mediciones a considerar,
explicada por Amezola H. y col. en 2021, corresponde a la absorcidén de glucosa, y la
funcidn interactiva de algunas interleucinas y proteinas en este proceso. Finalmente, la
funcionalizacion de miotubos es la parte mas compleja y fundamental de dichas
evaluaciones, ya que comprende la parte de motricidad y capacidad contractil de las
células musculo esqueléticas para lo cual es imprescindible la inervacién tal como lo
mencionan Sebastian S. y col. (2015). En esta etapa final, son los factores de crecimiento
en conjunto con andrégenos y anabdlicos los encargados de finalizar la maduracion
celular del cultivo, explicado en 2021 por el estudio de Choi K. H. y col. En el mismo



estudio realizado por Sebastian S. y col. (2015) se definen determinadas caracteristicas
avanzadas que las fibras musculo esqueléticas deben poseer; la primera de ellas es el
desarrollo sarcomérico evaluado por la presencia de estrias cruzadas, que corresponde
basicamente a la composicidn estructural que deben poseer las fibras musculares para
tener la capacidad de contraccion, y pudiendo evaluarse mediante microscopia de fase
permitiendo la observacidn de miotubos con patrones estriados entrecruzados; la
segunda comprende la caracterizacion y el desarrollo de acoplamiento de excitacidn-
contraccion, que constituye la respuesta emitida por parte del musculo ante los
potenciales de accién que se propagaron a través de las membranas de miofibrillas
musculares y posteriormente la repolarizacion membranal que hace posible la
relajacién; la tercera y ultima es la contractibilidad espontanea y controlada
eléctricamente donde se evalia que los canales idnicos estén en correcto
funcionamiento, por lo que un potencial de membrana en reposo estable es un buen
indicativo, siendo que con todo lo anterior podriamos hablar de miotubos maduros
electrofisiolédgicamente competentes.

El uso de modelos bidimensionales y tridimensionales en para el estudio de tdxicos
tiende a facilitar pruebas de sustancias potencialmente nocivas, ademas de ayudar a
conocer el grado de tolerancia que existe por parte de las células expuestas a dicha
injuria, tal y como explican Najjar S. A. y col en 2020 y Welsh B. T. y col en 2021
respectivamente. Otros autores como Urcicuolo Ay col, en 2020, Shahin-Shamsabadi A.
y col en 2020 y Pawlowski M. y col. en 2017, concuerdan en que el aprovechamiento de
modelos tridimensionales tiene un abanico mas amplio de posibilidades para llevar a
cabo estudios toxicoldgicos significativos, debido a la complejidad de conexiones
intercelulares que se puede llegar a manejar respecto a los modelos bidimensionales.

Al hablar de modelos de cultivo 2D y 3D de miocitos y miotubos, se comprende que las
similitudes entre células progenitoras de fibras musculares y células satélite de musculo
esquelético son altas, ya que ambas pueden activarse para ser prolificas y diferenciadas
hacia mioblastos, que continuaran su desarrollo hasta volverse células musculo
esqueléticas funcionales con las caracteristicas mencionadas anteriormente. Sin
embargo, Sebastidn S. y col. (2015) hablan a cerca de la dificultad actual de igualar una
simulacidn de agentes externos que puedan alterar aleatoriamente las necesidades
celulares tal como seria en un ambiente in vivo, al tener que haber hipertrofia, atrofia,
regulacidon homeostatica por la variabilidad de nutrientes en el medio, la capacidad
metabdlica de ser altamente oxidativas o un tipo de fibra glucolitica, etcétera. Por lo
anterior, los cultivos de células musculares esqueléticas se hacen tipicamente con
miotubos inmaduros, teniendo una ventana de 3-7 dias para su diferenciacidn.

Considerando que existe una variedad amplia de contaminantes, se utilizan diferentes
alternativas para garantizar la mejor simulacidn de resultados respecto a una situacion
in vivo. Kumar P. y col. (2021) hablan sobre el control exhaustivo que se debe tener
durante los procedimientos para la identificacidn de peligros y la aplicacién de sistemas
que regulen los estandares de contaminacion en la carne y que esta se puede ver
afectada por agentes bioldgicos que pusieran en riesgo la salud, segin Chriki S. y col.



(2020) y Johne A. y col. (2021). Los agentes quimicos como factores contaminantes
también involucran hormonas anadidas, y enzimas que vuelven “poco limpios” los
productos cdrnicos, ademas de la contaminacidn por pesticidas, y practicas inadecuadas
de manejo farmacoldgico, tal y como explican Baéza E. y col. en 2022. Por ello, la
cantidad de aplicaciones y la diversidad de utilidades que tienen los modelos de cultivo
de miocitos tanto 2D como 3D son potencialmente altos en el estudio de contaminantes.

A pesar de que los modelos bidimensionales y tridimensionales para el estudio de
contaminantes ha sido desarrollado ampliamente, sigue siendo considerado un campo
de estudio por madurar, ya que las limitantes en diferentes modelos que han sido
explorados aun son significativas y resultan dificiles de sortear. Los modelos
tridimensionales pese a tener ventajas evidentes sobre los modelos 2D convencionales,
no han sido utilizados consistentemente, debido a los costos que generan y la
preparacion que demandan con el manejo de equipo sofisticado. Los estudios mas
recientes mencionan que no es factible actualmente el uso de cultivos musculares
esqueléticos in vitro para cubrir necesidades poblacionales no relacionadas con modelos
de estudio, tal como pudiera ser una fuente de alimentaciéon como alternativa a la carne
in vivo, sin embargo, no es descartable esa posibilidad con una visidn al futuro.
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