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Resumen

Introduccion: En este estudio se analizan las modificaciones en las relaciones topograficas de los capilares
con las fibras musculares y células satélites durante la fase de remodelacién de la regeneracién muscular.
Material y métodos: Los musculos tibial anterior de ratas Wistar, lesionados por inyeccion intramuscular de
miotodxico, fueron analizados a los 5, 7 y 20 dias postlesion en microscopia de luz y electrdénica. En cortes
semifinos tefiidos con azul de toluidina fueron analizadas la densidad capilar, densidad de fibras e indice
capilar/fibra; sobre micrografias electrénicas se analizaron las distancias de difusion entre capilares-fibras
musculares regenerativas y capilares-células satélites, asi como el nimero de células satélites junto a un
capilar.

Resultados: Alos 5 dias postlesion la densidad capilary la densidad de fibras se encontraron significativamente
incrementadas asi como las distancias de difusidn entre los capilares con las fibras regenerativas y células
satélites; ademds soélo un 47% de las células satélites se situaban junto a un capilar. A partir del dia
7 postlesién todos los pardmetros se aproximaron a los valores controles, normalizdndose a los 20 dias
postlesidn.

Conclusidn: Estos hallazgos indican que al inicio de la fase de remodelacién la mayor densidad capilar
no parece estar ligada a mayores necesidades de oxigenacion de las fibras musculares regenerativas y
células satélites Estos resultados estan en buena relacidn con recientes estudios que sefialan que bajas
concentraciones de oxigeno favorecen la miogénesis.

Abstract

Introduction: This study analyzes the modifications in topographic relations among capillaries, skeletal
muscle fibers and satellite cells during the remodeling phase of muscle regeneration.

Material and methods: Tibial anterior muscles of Wistar rats were injured by intramuscular myotoxic
injection and analyzed 5, 7 and 20 days postlesion under light and electron microscopy. Capillary density,
fiber density, and capillary/fiber index were analyzed in toluidine blue semithin sections; diffusion distances
between capillaries-regenerative muscle fibers and capillaries-satellite cells, as well as the number of
satellite cells beside a capillary, were analyzed on electron micrographics.

Results: At day 5 postlesion capillary density and fiber density DF are significantly increased as well as
diffusion distances of capillaries in relation to regenerative fibers and satellite cells; moreover only the 47%
of satellite cells are beside a capillary. From day 7 postlesion, all the parameters approach normal values,
becoming normal at day 20 postlesion.

Conclusion: These findings show that high capillary density at the beginning of the remodeling phase is not
related to an increase in the oxygenation requirement of regenerative muscle fibers and satellite cells. These
results are in good relation with recent studies that point out that low oxygen concentrations contribute to
myogenesis.
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INTRODUCCION

Los dos tipos celulares que constituyen el tejido muscular
esquelético, la fibra muscular esqueléticay la célula satélite, man-
tienen una estrecha relacién con la microvascularizacidn. Por un
lado, el abastecimiento capilar del musculo, que permite el inter-
cambio de gases respiratorios, suministro de nutrientes y meta-
bolitos con las fibras musculares (1) se ve afectado tanto por el
tamafio como por la proporcién de tipos de fibras musculares (2).
De otro lado, los capilares mantienen también una estrecha rela-
cién con las células satélites tanto por mantener una correlacion
positiva en su numero como por su colocalizacion, ya que en un
musculo normal un 88% de éstas presenta un capilar en su vecin-
dad (3); ademas, en condiciones de normalidad, esta poblacién
celular se encuentra localizada entre la membrana plasmatica y
la ldmina basal de la fibra muscular, con lo que se establece un
microambiente bien definido histolégicamente conocido como
nicho capilar- célula satélite (4,5).

En la lesion tiene lugar una severa destruccion de la his-
toarquitectura muscular que, sin embargo, es seguida de una
completa regeneracion. Se trata de un complejo proceso espacio-
temporal de acontecimientos moleculares, celulares y tisulares
coordinados por los efectos de factores de crecimiento y com-
ponentes de la matriz extracelular, interacciones célula-célula y
célula-matriz (6). En este proceso se distinguen las fases de de-
generacion o destruccion, regeneracion o reparaciéon y remodela-
cién (7). Basicamente, la fase degenerativa incluye la destruccion
del drea afectada y la respuesta inflamatoria; tras ésta, la fase de
regeneracion se caracteriza por la activacion, proliferacion y dife-
renciacion de las células satélites, y su fusién en miotubos o fibras
musculares regenerativas. En la fase de remodelacién, y simulta-
neamente con el crecimiento y maduracion de fibras musculares
regenerativas hacia miofibras adultas, otros elementos tisulares
como la matriz extracelular, red vascular y nervios sufren nota-
bles modificaciones cuyo papel es esencial para garantizar la re-
cuperacion morfoldgica y funcional del musculo (8).

La revascularizaciéon del area lesionada se ha relacionado
con las mayores necesidades de oxigenacidn y nutrientes, nece-
sarias en la intensa fase metabdlica de la regeneracion (9, 10). En
concreto, se sabe que la fase de remodelacion se acompafia de
un aumento de la capilarizacién, gobernado por los cambios en el
tamafio de las fibras musculares, que se normaliza gradualmente
al final del proceso regenerativo (11,12). De acuerdo a la etapa
de maduracion de las fibras musculares regenerativas, las células
satélites que se asocian a ellas también varian en nimero, carac-
teristicas morfoldgicas y morfométricas (13).

Si bien se ha sefialado que la miogénesis y la angiogénesis
son acontecimientos coordinados durante la regeneracion (14),
no queda claro si las modificaciones cuantitativas que ocurren en
la red capilar, fibras musculares y células satélites pueden afectar
también a sus relaciones topograficas. En nuestra opinion este
aspecto es importante ya que determinaria el comportamiento
funcional de estos elementos en la coordinacidn de la angiogéne-
sis y miogénesis regenerativa.

En este sentido, el presente estudio examina, en tres etapas
evolutivas de la fase de remodelacion, las modificaciones en las
relaciones topograficas de los capilares con las fibras musculares
regenerativas y con las células satélites que las acompafian. Por
lo que respecta a la fibra muscular en regeneracién, analizamos
las distancias de difusidn, un pardmetro de gran importancia para
determinar la oxigenacidn de un tejido (15, 16, 17). Por otro lado,
aunque se ha referido que probablemente la razén de la posicidn
yuxtavascular de las células satélites durante la regeneracion esté
en relacion con la influencia reguladora mediante la secrecién de
factores solubles que interaccionan entre ambos elementos (5),
no existen datos estructurales de la relacion entre capilares y cé-
lulas satélites durante este proceso.

MATERIAL Y METODOS

Animales:

Ratas Wistar adultas de un peso aproximado de 210 g reci-
bieron, bajo anestesia, una inyeccién intramuscular de mepiva-
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caina al 2% en los musculos tibial anterior para inducir la dege-
neracién y posterior regeneracion de las fibras musculares. Los
animales fueron sacrificados por decapitacidn bajo anestesia (75
mg/Kg de ketamina y 0.5 mg/Kg de medetomidina), en grupos
de seis ratas cada uno, a los 5, 7 y 20 dias tras la lesién; seis ra-
tas normales fueron empleadas como controles. Todos se man-
tuvieron en condiciones controladas de temperatura (20-23°C),
iluminacidn (ciclos controlados de 12 h luz-12 h de oscuridad) y
con suministro de comida (Purina, Barcelona, Espafia) y agua ad
libitum. El protocolo de cuidado y condiciones experimentales de
los animales fueron aprobados por el Comité de Bioética de la
Universidad de Cérdoba (Espafia).

Procesamiento de muestras y técnicas de estudio:

Tras el sacrificio los musculos tibial anterior fueron disec-
cionados y del vientre muscular se tomaron muestras que fueron
troceadas en pequefios fragmentos, fijadas en glutaraldehido al
2.5% durante 48 horas a 4°C y refijadas en tetréxido de osmio al
1% durante 1 hora a 4°C. Posterioremente fueron deshidratadas
en acetonas de graduacién creciente e incluidas en araldita. En
un ultramicrotomo se obtuvieron cortes semifinos que fueron te-
fidos con azul de toluidina para su andlisis en microscopia de luz
y cortes ultrafinos, contrastados con citrato de plomo y acetato
de uranilo, para su observacién en un microscopio electrénico de
transmision Philips CM10 (Servicio Centralizado de Apoyo a la In-
vestigacidn SCAI. UCO).

Estudio cuantitativo:

Empleando cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina,
seleccionamos aquellos bloques (10 por cada periodo regenera-
tivo y grupo control) que contenian areas homogéneas de fibras
musculares cortadas transversalmente. Puesto que con esta tin-
cion fue evidente la distincion de tipos de fibras en los musculos
normales y a los 20 dias postlesion (pero no alos 5y 7) el estudio
cuantitativo se realizé teniendo en cuenta la existencia de fibras
tipo | y . Las imdgenes fueron capturadas y digitalizadas, a unos
aumentos de x400), con una camara Sony Exwaved HAD montada
en un microsocopio Nikon Eclipse E1000. El estudio cuantitativo-
morfométrico se realizd empleando el programa de analisis de
imagen Imago-Pro Plus (Media Cybernetics, Version 6, 2006).

Sobre los cortes seleccionados analizamos la densidad de
fibras (DF:nimero de fibras/area), la densidad capilar (DC: nime-
ro de capilares/area); a partir de estos pardmetros fue calculada
la proporcién capilar/fibra (indice C/F). En las mismas areas fue
medida el area ocupada por intersticio que fue expresada como
porcentaje de la region analizada. Estas mediciones se realizaron
en dos dreas de cada seccidn semifina bloque, cubriendo en con-
junto un area total de 94500 pm>.

Distancias de difusidn entre capilares y fibras musculares:

A unos aumentos de x1000 se estimd la distancia de difu-
sion utilizando un esquema de circulos concéntricos superpues-
to sobre la fibra muscular. Desde 20 puntos tomados al azar del
interior de cada fibra se midi6 la distancia al capilar mas cercano
a cada uno de ellos (18, 19). Este procedimiento se repitio para
un total de 20 fibras, tomadas al azar, de cada tiempo postlesion
(5, 7 y 20 dias) y fibras normales. Los resultados obtenidos se
presentaron como una distribucién de frecuencias acumulativas
de forma individualizada para cada estadio regenerativo y fibras
musculares normales. De los valores obtenidos fueron calculados
el percentil 50 (R50) y el percentil 95 (R95) como distancias de
difusidon media y maxima respectivamente.

Distancias de difusion entre capilares y células satélites:

En microscopia electrénica de transmision fueron cuantifi-
cadas las células satélites que presentaban un capilar en su vecin-
dad (3), fotografiadas a unos aumentos de 6000x y transferidas a
un ordenador. Sobre las micrografias electrdnicas se estimé la dis-
tancia de difusion desde 20 puntos de la célula satélite, tomados
al azar y siguiendo el esquema de circulos concéntricos, al capilar
mas cercano a ella. Este procedimiento se repitié para un total
de 20 células satélites en cada tiempo postlesion y de musculos
controles. Las distancias fueron agrupadas en tres tramos (<5um,
5-10um, >10um) segun lo descrito por Christov et al (3).
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Andlisis estadistico:

Los resultados se expresaron como medias + SD. Los datos
obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza, seguido
por la comparacién multiple usando el test Newman-Keuls. El ni-
vel de significancia fue p<0.05.

RESULTADOS
Evaluacion histoldgica en cortes semifinos:

En los musculos controles (fig.1a) las fibras musculares te-
nian una morfologia poligonal con mionucleos periféricos; los ca-
pilares, dispuestos en el endomisio, se situaban muy préximos a
las fibras musculares.

A los 5 dias tras la lesion (fig.1b) las fibras regenerativas mos-
traban nucleos palidos con evidente nucleolo y un citoplasma ocu-
pado por miofibrillas separadas entre si; el espacio intersticial estaba
aumentado y los capilares, claramente evidentes, se disponian alre-
dedor de las fibras aunque notablemente alejados de ellas.

A los 7 dias postlesion (fig.1c) las fibras musculares regenerati-
vas mostraban contornos redondeados, nucleos grandes palidos con
evidente nucleolo y su citoplasma, aunque ocupado por miofibrillas
aun separadas, tenia un anillo periférico carente de ellas. El inters-
ticio estaba alin aumentado y en su seno se apreciaban capilares y
gran celularidad intersticial.

A los 20 dias postlesion (fig.1d) era evidente la diferencia en ti-
pos de fibras (l'y Il) mostrando como rasgo diferencial la presencia de
nucleos internos; en el reducido espacio endomisial se observaban
los capilares rodeando a las fibras y muy escasa celularidad.

Figura 1. Secciones transversales correspondientes a musculos
control (a), 5 dias (b), 7 (c) y 20 dias postlesion (d). Obsérvese la
disposicion y distancia entre las fibras musculares normales y los
capilares (flechas). Azul de toluidina, x400. Barra de calibracion =
35um(ena, b, cyd).

Relaciones entre capilares y fibras musculares regenerativas:

La DF por érea (tabla 1) mostré un progresivo descenso con-
forme avanzaba la maduracion de las fibras regenerativas, pero se
mantuvo mas alta a los 20 dias que la de lo musculos controles,
existiendo entre ellas diferencias significativas para p < 0.05. La DC
(tabla 1) siguid un comportamiento similar a la DF, de forma que
fue encontrado un progresivo descenso conforme las fibras rege-
nerativas maduraron, existiendo diferencias significativas cuando
se comparaban los musculos correspondientes a 20 dias postlesiéon
con los musculos normales. El similar comportamiento que siguie-
ron DF y DC provocé que el indice C/F no mostrase diferencias sig-
nificativas entre ninguno de los tiempos estudiados (tabla 1).

Los resultados de la distancia de difusién media (R50) y maxi-
ma (R95) mostraron valores similares para las fibras regenerativas
alos 5, 7 y para las fibras tipo | a los 20 dias postlesion. En cambio
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las fibras regenerativas tipo Il a los 20 dias, en relacién con las fi-
bras normales tipo I, mostraron datos diferentes para la distancia
de difusion media aunque no para la distancia de difusion maxima.

El area de musculo ocupada por intersticio en cada periodo
analizado, descendidé progresivamente, representando el 59.9%,
48.3%, 24.7% y 13,2 % respectivamente a los 5, 7, 20 dias postle-
sion y musculo normal. Estos porcentajes fueron en todos los casos
significativamente diferentes entre si para p< 0.05 (tabla 1).

Densidad capilar Densidad de indice Distancia de % de
fibras Capilar / fibra difusién °
musculares intersticio
R50  R95
5diaspl 1590 £312.7 1259 £197.7 1.29 £0.35 133 25.0 59.9%
7 dias pl 1176 £237.5 780 +106.2 1.50+0.19 114 24.1 48.3%
a a
| 761.255.0 518.8+48.1 146 +0.10 122 204
a,b a,b 24.7%
20 dias pl
I 542.2+48.1 427.2£40.6 1.26 £0.80 189 30.0
a,b a,b
I 701.6 £67.5 482.6+t41.4 1.47+0.16 14.0 27.5
a,b a,b 13,2%
Control
Il 414.2123.8 335.8+26.8 1.23 £0.04 219 40.2
a,b,ce a, b, ¢

a: significativamente diferente (s.d.) (p<0.05) con 5 dias pl
(postlesion); b: s.d. (p<0.05) con 7 dias pl; c: s.d. (p<0.05) con 20
dias pl (fibras tipo 1); d: s.d. (p<0.05) con 20 dias pl (fibras tipo I1); e:
s.d. (p<0.05) con control (fibras tipo I)

Tabla 1. Resultados cuantitativos del andlisis de la capilarizacion del
musculo regenerativo.

<5um 5-10 um > 10 um
5 dias pl 10 % 50 % 40 %
7 dias pl 84 % 16 % 0%
20 dias pl 95 % 5% 0%
Control 95 % 5% 0%

Tabla 2. Distancia entre células satélites y capilares.

Relaciones entre capilares y células satélites:

De los datos obtenidos sobre el porcentaje de distancias de
difusién entre células satélites y capilares segun los tramos es-
tablecidos, se comprueba que a los 5 dias postlesion el 90% de
las distancias eran superiores a 5 um, llegando un 40% de ellas
a mas de 10 um. A los 7 dias postlesion tiene lugar una rapida
normalizacién de las distancias llegando a ser un 84% el nimero
de células satélites situadas a una distancia <5 um de un capilar.

La cuantificacion del nimero de células satélites que se en-
contraban junto a un capilar fue de 46+8%, 73+4%, 86+5% a los
5, 7'y 20 dias postlesion respectivamente. En la fig.2 se muestran
imagenes representativas de células satélites y capilares en los
distintos periodos analizados.

Capilares, células satélites y fibras musculares regenerativas
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Figura 2. Micrografias electronicas correspondientes a musculos
control (a), 5 dias (b), 7 (c) y 20 dias postlesion (d). Obsérvese la
distancia (flecha) que separa la célula satélite (CS) y el capilar (CAP).
(a) x3900, (b) x1200, (c) x3900 (d) x5200. Barra de calibracion = 5
um(ena, b, cyd).

DISCUSION

Sobre las distancias de difusion capilares - fibras muscula-
res regenerativas:

Durante el proceso de la regeneracion muscular tienen lu-
gar cambios en el patrén microvascular que acompainia a las fibras
musculares regenerativas durante su crecimiento y maduracion.
Estos cambios, que incluyen un inicial aumento de la DC que re-
torna gradualmente hasta valores normales en la etapa final del
proceso, parecen estar gobernados por el progresivo incremento
en el tamarfio de las fibras regenerativas (11). Ademas, el hecho
de que se encuentren rodeadas por un mayor nimero de ca-
pilares y el area de fibra abastecida por cada capilar es menor,
parece, en principio, una mejora en la difusién para la fibra rege-
nerativa en crecimiento (12, 16). Sin embargo los resultados de
nuestro estudio ponen de manifiesto que las distancias de difusion
que acompaiian a las fibras musculares regenerativas durante su
maduracion y crecimiento no son mas cortas, sino que mantienen
valores similares a las de las fibras musculares tipo | normales a
los 5y 7 dias postlesion y estableciéndose distancias de difusion
similares para fibras tipo | y Il a los 20 dias. Por tanto, la mayor den-
sidad capilar que se establece durante las fases mds tempranas
de la regeneracién muscular podria no significar, necesariamente,
una mayor oxigenacion.

Un dato que puede justificar que las fibras regenerativas no
presentaran distancias de difusidén mds cortas seria la ausencia de
modificaciones en el indice C/F. En el muisculo maduro la distancia
de difusion esta condicionada no sélo por la densidad capilary el
tamaiio de las fibras musculares, sino también por el indice capilar
fibra (18, 19, 20). De hecho, el establecimiento de distancias de
difusion mas cortas como mecanismo adaptativo para una mejor
oxigenacioén conlleva un incremento en la densidad capilar, un des-
censo en el drea de las fibras y un aumento en el indice capilar/
fibra (17). Sin embargo, en nuestro caso, aunque el nimero de
capilares/drea aumentaba también lo hace paralelamente el nu-
mero de fibras por area, dado que en la regeneracion tiene lugar
un proceso de neoformacion de miofibras. Por tanto, la ausencia
de un aumento en el indice C/F influiria en que las distancias de
difusién para las fibras de los estadios regenerativos analizados
no hayan sido mas cortas que las encontradas en las fibras de los
musculos controles.
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Por otro lado aunque las distancias de difusion para las fibras
regenerativas a los 5 y 7 dias fueron similares a las fibras norma-
les tipo | esto no implica necesidades metabdlicas similares. Es
conocido que las fibras tipo | (oxidativas) normales, que requie-
ren por su metabolismo un mayor suministro de oxigeno, estan
rodeadas de un mayor niumero de capilares y son mas pequefias
en tamanio para favorecer la difusién desde los capilares (21, 22).
Sin embargo, a pesar de mantener distancias de difusion similares,
el tamano de las fibras musculares regenerativas a los 5 y 7 dias
postlesion es significativamente menor en comparacion con las
fibras tipo | normales (alrededor de un 80% y 58% mas pequeiias
respectivamente) (12). Esto indica una mayor separacién de la fi-
bra regenerativa de los capilares que la rodean lo que viene dado
por la existencia de un mayor espacio intersticial como revelaron
nuestros resultados (60%, 48%y 25% a los 5, 7 y 20 dias postlesién
respectivamente, frente a un 13% en musculo normal) como con-
secuencia de la importante remodelacion de la matriz extracelular
en la regeneracion (8).

Es razonable pensar que para que las fibras regenerativas a
los 5y 7 dias, aun siendo menores en tamafio, mantuviesen dis-
tancias de difusion similares a las fibras tipo | normales, la posicién
de los capilares se habria modificado escasamente de la posicién
original en el musculo sano. Schmalbruch (23), ha sefialado que a
diferencia de lo que ocurre en la miogénesis embrionaria donde
las fibras musculares se desarrollan conjuntamente con el tejido
conectivo y el sistema capilar, durante la regeneracién las nuevas
miofibras tienen que adaptarse a un armazén endomisial preexis-
tente, al igual que ocurre en la regeneracion capilar (24).

Por tanto los resultados obtenidos para la distancias de di-
fusion apuntan a que las necesidades de las fibras regenerativas
inicialmente no requieren de una mayor oxigenacion. Se asume
que los capilares dispuestos a la distancia de 5 um o menos de la
superficie de la fibra estan abasteciendo a la fibra muscular (25).
Por tanto, en base a nuestros datos, las fibras musculares regene-
rativas a los 5 dias postlesion, a pesar de encontrarse rodeadas de
un mayor numero de capilares (12), no parecian recibir una mayor
oxigenacion desde el punto de vista funcional. Esto esta en buena
relacidn con el hecho de los miotubos regenerativos mas jévenes
tienen pocas mitocondrias, metabolismo aerébico moderado y
una aumentada actividad anaerdbica (26, 27, 28) y baja tincion
la enzima succinico deshidrogenasa (29). Asimismo, Duguez et al
(30) han mostrado que a partir del quinto dia tras la lesiéon por
bupivacaina se produce en las fibras regenerativas una biogénesis
mitocondrial indicada por el incremento de la actividad citrato sin-
tetasa, pero que se mantiene por debajo de los valores normales
al dia 10 postlesion (31). Por tanto la mayor capilarizacién podria
obedecer a una proliferacion vascular asociada al propio proceso
degenerativo-regenerativo mds a que un mayor requerimiento de
oxigeno y nutrientes por parte de las fibras musculares. En este
sentido, se ha comprobado in vitro que una situacion de hipoxia
asociada a la presencia de productos de degradacion de la ma-
triz extracelular induce proliferacién y migracién de células madre
perivasculares (32) y que las células endoteliales juegan un papel
fundamental sobre la diferenciacién de las fibras musculares, la
vascularizacion y la inervacion (33).

La aproximacion de las distancias de difusién que acompa-
fian a las fibras regenerativas a los 20 dias postlesion a los valores
obtenidos para las fibras tipo | y Il normales reflejarian, ademas
de una normalizacién en las relaciones entre la red capilar y los
tipos de fibras musculares, la recuperacion estructural de su re-
lacién garantizando el adecuado suministro de oxigeno (28). Esta
normalizacién de la red capilar, que también es evidente a nivel
ultraestructural (34), precisa en la fase de remodelacion de una
adecuada reorganizacion del tejido conectivo conjuntamente con
el desarrollo de las fibras regenerativas que de verse desequili-
brada conduciria a la fibrosis (35) dificultando su abastecimiento
sanguineo al aumentar las distancias de difusion y favoreciendo su
degeneracion (36).

Sobre las distancias de difusion capilares- células satélites:

Nuestros resultados confirman la intima relacion entre las
células satélites y capilares (88%) referida por Christov et al (3) ya
que en los musculos de animales controles un 86% de las células
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satélites se encontraban junto a un capilar. Sin embargo, hemos
comprobado que a los 5 dias sélo el 46.8% de las células satélites
estan préximas a un capilar, lo que indica que en etapas iniciales
de la maduracidn de las fibras musculares regenerativas, a pesar
del incremento en el nimero de capilares y de células satélites
(13), no se mantiene la correlacion positiva entre ambos aunque
se recupera en fases mds avanzadas. Esto contradice lo sefialado
por Mounier et al (5) para quienes la célula satélite mantiene su
posicion yuxtavascular durante la regeneracion y, mientras que
ellas se diferencian, pueden beneficiarse in vivo de las sefiales
de apoyo por parte de las células vasculares. En nuestra opinidn,
nuestros datos plantean la posibilidad de que al menos una parte
de la poblacién de células satélites pudiera, al menos inicialmente,
no estar sometida al “influjo” vascular al no mantenerse la rela-
cién topografica entre ambos.

Ademas, sélo un 10% de las células satélites asociadas a las
fibras musculares regenerativas a los 4 dias postlesion se encon-
traban a una distancia inferior a 5um, mientras que un 50% y un
40% mantenian distancias de 5-10 pm y mas de 10 um respecti-
vamente. Por tanto, estos datos también hablan a favor de que en
esta etapa los nichos no estdn adn configurados ya que resultados
de Christov et al (3) muestran que la distancia que separa las cé-
lulas satélites de los capilares era de 2.6+3.3 um; por consiguien-
te, y a pesar de encontrarse incrementados en numero tanto los
capilares como el nimero de células satélites (11, 12, 13), el fun-
cionamiento de éstas inicialmente dependeria de otros factores y
tipos celulares. Asi se ha comprobado que durante la regeneracion
tanto los macréfagos (37) como los fibroblastos (38) desempefian
un papel fundamental en la diferenciacion y estabilidad en la po-
blacién de células satélites y en su contribucion al crecimiento de
la fibra muscular regenerativa. En cualquier caso, parece ser que
los mioblastos no proliferan ni se diferencian en distancias supe-
riores a unas 150 um del suministro de oxigeno (39); no obstante
las distancias a las que se encontraban las células satélites de los
capilares siempre fueron menores a 150 um.

Por el contrario, cuando las fibras musculares regenerativas
maduran y crecen, tanto el nimero de células satélites junto a un
capilary las distancias entre ambos se aproximan a valores norma-
les alos 7 dias y son similares a los 20 dias. Esto, junto con el hecho
de que el nimero de células satélites y su grado de activacion son
similares a los valores normales (13), sugiere que el reestableci-
miento de los nichos podria estar implicado en el control de la
situacion de quiescencia de las células satélites. Se ha planteado
que los pericitos préximos al nicho de la célula satélite pueden
secretar factores como la angiopoyetina 1 que contribuye al man-
tenimiento de la quiescencia de la célula satélite (5).

En conclusion, a diferencia de lo generalmente aceptado,
nuestros resultados parecen indicar que la mayor densidad capilar
podria no estar ligada a unas mayores necesidades de oxigenacion
de las fibras musculares regenerativas ni tampoco las células saté-
lites mantienen las relaciones topograficas con los capilares que
muestran en el musculo normal. Aunque se precisan mas estudios
que lo corroboren, nuestros datos estructurales sugieren una baja
oxigenacion en las primeras etapas de la fase de remodelacién en
la regeneracién muscular lo que esta en buena relacién con re-
cientes estudios in vitro que demuestran que una baja concentra-
cién de oxigeno favorece la miogénesis (32, 40).
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