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bamdo Nuestros resultado demuestran que dlcho pnmordlo se desarrolla en el

- estadio 12 debldo ala COllh’lbllClOﬂ de la mlgramon ‘e sentido caudo-ceféhco de
poblaciones celulares extracardlacas adyacentes al ex;remo caudal derecho e
izquierdo del corazén en tubo recto (estadlo 9;)£ diclias poblhciones celulares
extracardiacas se localizan desde el e._xﬁ’enid c’élﬁd;ii dél’corazén en tubo recto
hasta una distancia entre 150 'y 250 micféméUoé caudal: a_dicho extremo.
Ademas las poblaciones celulafés extraé;trdiaééé del lado izquierdo‘c:.lel cbrazé;)
- en tubo recto, contribuyen a'la fonnaciénrd’el (estadio 9°), de la pared'ventrél del
primordio de las cdmaras de entrada véntn'cuiares y las del lado derecho a su
pared- dorsal y se-confirma, que el primordio de las camaras de entrada
ventriculares aparece en la etapa de asa bulboventricular (estadio 12). La nueva
informacion obtenida en este trabajo, enriquece los conocimientos que poseemos
sobre las regiones cardiacas primitivas y apoya la teoria epigenética respecto al

desarrolio del corazén.



vconsta de dos reglones una central denominada zona peliicida, por ser delg,ada y

’transpnrente y otra penfenca llamada area opaca mas gruesa y compacta. La -

i ‘pnmera da ongen ‘al’ embnon y la segunda desarrolla el saco vitelino (Harrisson,
Cet'a al, 1988) En’esta-etapa, eI epiblasto extraembrionario del drea opaca es
adyacente a la membrana vitelina y se continia con el epiblasto de la zona
pelL’ncidaf Por debajo del epiblasto extraembrionario, se encuentra el endodermo
vitélino, constituido por una capa laxa de células con un alto contenido de vitelo
qué durante la gastrulacion, se mueven lateralmente teniendo como sustrato la
membrana baéal del evpivblasto extraembrionario (Eyal-Giladi and Kochav, 1976).
A partir de la décima hora de incubacién y durante el primer dia de la misma, las

células del epiblasto extraembrionario cercanas a su borde, migran activamente y

ollo conoctdo como blastula el embnon

se adhieren a la superficie interna de la membrana vitelina (New, 1959). Este ~ "

grupo de células migratorias, denominado borde celular (Downie and Pegrum,
1971) o margen de proliferacion (Bellairs and New, 1962), crece alrededor del
vitelo y termina por rodearlo después del cuarto dia de incubacion. Este
fenomeno de epibolia, es el responsable de la tension radial ejercida en el area
pelicida, indispensable para que ocurra el desarrollo embrioldgico normal

(Kucera and Burnand, 1987). En las primeras horas de incubacion, no se



DeHaan 1966)

Contmuando con-el’ desarrollo,

las células del epiblasto, mediante un
B proceso de prohferacnon y mlgmcxon muy ‘activo, sufren un reordenamiento y

forman un embrion constituido por tres capas blastodérmicas: ectodermo,
mesodermo y endodermo. Este estadio se conoce con el nombre de gastrula y en
él, la migracién celular es el proceso basico del desarrollo que juega un papel
preponderante. Dicho proceso probablemente es regulado por las caracteristicas
fisicoquimicas de la matriz extracelular (Boucat, et al, 1984; Harrisson, 1990) y
por las interacciones célula-célula y célula-sustrato que se establecen entre los

diferentes grupos celulares que constituyen el embrién (Harrisson, et al, 1988).



: peluc1da Estos movumentos morfogenehco también rezm una nueva relacién

"7‘¢11tre las dlstmtas poblaciones celulares'lo” quenpermlte su interaccién normal,

_illdiépehSable para que se lleve a cabo ia détéﬁninaciéll de las células. Ademds
“‘en ‘esta etapa, se establece el patron general del desarrollo embriolégico y
ocurren cambios en la actividad metabdlica de las células, medidos por el
consumo de oxigeno y la utilizacion de glucogeno. También es la fase en la que
comienzan a expresarse los genes del embrion (Balinsky, 1981). Mediante los
experimentos de aislamiento y explante de diferentes regiones del blastodermo,

realizados en embriones de la etapa de gastrula, se han descrito los mapas-de

destino prospectivo o dreas 6rgano-formadoras y se demostré que sus célulasya =

estdn determinadas para dar origen a un tipo celular especifico (Rawles, 1936; :
Rosenquist, 1966; Rosenquist and DeHaan, 1966; Eyal-Giladi, 1984). 7

En el embrion en la etapa de gastrula (estadio 4 HH), existen en el
mesodermo, dos dreas cardiogénicas localizadas una a cada lado de la linea
primitiva y que se extienden desde el Nodulo de Hensen hasta el tercio anterior
de la linea primitiva. Dichas dreas tienen una forma oval y se encuentran

separadas en su extremo cefalico por una zona medial, no cardiogénica, de



aproxmmdamente 04 mm_(Rawles, 1943; DeHaan, 1963 Stalsberg 1d
- DeHaan, 11969) (Flg, 1). En la etapa de gastrula tardia (estadlo S’HH) ‘el

g mesodermo se separa en dos ldminas, el somdtico relacionado con el ec denno

'y el espldcnico en contacto con el endodermo. En este ultimo;’ se locallzm las»

== células cardxogemcas que inmediatamente después del proceso ¥

- lasdos. capas-mesodérmicas, migran en direccion cefalomedtal conver[,en en [a
superficie medioventral del embrién y forman la creciente o placa cardlogémca
(DeHaan 1963) (Fig. 2a,b). Dicha creciente uene la forma de una U invertida y
se ubica en posicion cefallcu al .pliegue subcefallco Linask, et al, (1988)
encontraron mediante estudios en el embrién de pollo, que en las etapas
tempranas del desarrollo, las células del mesodermo precardiaco, tienen una via
de migracién constituida principalmente por fibronectina y otros componentes de
matriz  extracelular. Estos autores también detectaron un gradiente de
fibronectina a nivel de las dreas cardiogénicas. Dicha sustancia es mas abundante
en la region cefalica y se encuentra en menor cantidad en la regién caudal. Es
importante seiialar, que a pesar de que el papel primordial de la fibronectina en
los tejidos en desarrollo, parece ser la asociacion de las células al sustrato,
controlando de ésta manera la migracion celular (Boucaut, et al, 1984; Sanders,
1989), puede ser que también actie directamente en la diferenciacion celular.
Poco antes de que finalice la gastrulacion, se inicia el proceso de
tubulacion en el que las capas germinales del embrion se pliegan y forman
estructuras tubulares. En este estadio, debido al desarrollo del intestino portal
anterior y a los cambios morfologicos que ocurren en el sistema nervioso
cefalico, la creciente cardiogénica se desplaza de su posicion cefalica, adquiere

una posicion ventral con respecto al intestino anterior y forma los primordios




apa de asa témprana (estadio 12 HH) (De la Cruz y

en el tubo cardlaco En 1

Cayré, 1986);:surgen el col ' o'pnmordlo de los infundibulos ventriculares (De la
Cruz, et al, 1977); el pnmordlo de las camaras de entrada ventriculares (De la
Cruz,_ et al, 1987 Sénchez-Gémez, 1990) y los atrios primitivos
(Castro;QQezada,,et al,. 1972). Ademas, en esta etapa del desarrollo (estadios ™~
10-12 HH), el tubo cardiaco se tuerce a la derecha y adquiere la forma de un asa, »
convexa a la derecha y concava a la izquierda, denominada asa bulboventricular,
Dicha asa se encuentra ubicada entre el cono y los atrios, posee una pared dorsal
y una pared ventral y esta formada por dos ramas, una ascendente que se
contintia con el cono y es convexa a la derecha (primordio de la porcién
trabeculada del ventriculo derecho) (De la Cruz, et al, 1977, 1989) y una rama

descendente, concava e izquierda, constituida por el primordio de la porcién



derecha (Butler, 7 1952;’ S:;ihcliei-Géln
técnicas de la embriologia descn’btiyé\ ), 'qbns;icvi_erévcfue el
~“corazon se tuerce a la derecha 'debldo crecimiento i‘dvif"é}e’n’éialf de las
‘disfintas regiones que consﬁtﬁyen ély"tﬁbokca;dlac‘_: ]je'Héan (1959), Onsi..qucé :
(1967) y VanPraag and DeHaan."r(ll“%'f)‘j‘,a péﬁtuﬁron lz‘a‘-dominm{éia‘ de
potencialidades morfogenéticas -del ,primordio ‘_éérdizrlco izqﬁierdo sobre 'él
derecho como la causa de la torcion del asa a la derecha. También se ha
considerado que en el tubo cardfaco, existen diferentes indices de proliferacion
celular que determinan la torcion del asa bulboventricular hacia la derecha
(Sissman, 1966; .Stalsberg, 1969; Sanchez-Gémez, 1972). Finalmente los
resultados obtenidos, mediante los estudios realizados implantando la regién
caudal o cefilica del area cardiogénica de un embrion de codomiz de los
estadios 5-7 en el mesodermo precardiaco de embriones de pollo de los mismos
estadios, permitieron proponer la existencia de dos sustancias morfogenas cuyas

concentraciones regulan el proceso de torcidn del asa bulboventricular. Una de

ellas producida en la regién anterior (cefdlica) de las dreas cardiogénicas,




promueve la formacxon del asa a la derccha I .otra, secretad: en la regmn

‘postenor (caudal) de las dreas - cardlox,emcas mlnb

_formacion: del asa -

‘:bulbovenmcular (Easton etal, 1992).

La 51gu1ente etapa dela cardloge|1e51s, es. la de postasa, qu comprenkde é,

\{_e_;y dos__ subestudlos, el de postasa’ tempra.nay
y Cayré 986),' en los que se concluje el desarrollo embriologico.del corazén.

e'postasa tardia- (Dé laCruz: =




descnptlva que el corazon del embnon
‘constmudo por zonas separadas por surcos in

‘da ongen a una cavidad cardxaca deﬁmtwyﬂ' [V

‘ cawdades cardiacas pnmltlvas Dichasi reglones en ser
bulbo adrtico, el bulbus COl‘dlS el ventnculo pr ;
daran_origen respecnvameute a, las. grandes artenas, al '
ventriculo 1zquxerdo y-los atnos derecho e 1zqulerdo Po ri

and Saunders (1967) modificaron’ la nomenclatura propuesta P

pero mantuwe ‘Q dc cavidades cardiacas pnmmvas

- ;rEsth os con las técnicas de la embriologia descript
en 1929 Stalsberg and DeHaan, 1969; De la
;'des : 'kbleron las"mismas cavidades cardiacas, con el rmsmo “de
-'-----:‘que ‘en- i927 Davis habia establecido en el hombre.. ... ..
» “El concepto de cavidades cardiacas primitivas fue cuestiénado, debido a
los resultados obtenidos mediante las técnicas de la embriologia experimental en
el corazdn del embrién de pollo (Rychter and Leméz., 1965; Castro-Quezada, et
al., 1972; Argiiello, et al., 1975; De la Cruz, et al., 1977, 1987, 1989). Usando
estas técnicas, se demostrd que en el corazon en tubo recto no estan presentes
los primordios de cada una de las cavidades cardiacas definitivas, pof

consiguiente no existen las cavidades cardiacas primitivas, en esta etapa del



: desilnoll_b, sélo e

yentriculq

et al 1977) yen '

1 pnmordlo de las camaras de entrada ventriculares

) el extre o caudal del asa

‘(De Ta Cruz et al, 1987
. '_aparecén los atrios pnrmtwos en posuclon caudal al pnmordlo de las camaras de
entrada ventriculares (Castro-Quezada, et al, 1972) (Fig.4B). Ademas se

anchez—Gomez 1990) En este mismo estadio también

demostré que la region més cefilica del asa bulboventricular en el estadio 12,
que comresponde al cono (De la Cruz, et al , 1977), se desarrolla por la
incorc;)oracién de poblaciones celulares extracardiacas, adyacentes al. extremo

cefélico del corazén en tubo recto (Argiello, et al, 1975).



‘ caudales derechas, partlc{ :

las poblacmnes 1zqmerdas alap

OBIETIVO

Investigar si- las poblaciones celulares extracardiacas adyacentes al
extremo caudal derecho e izquierdo del corazon en tubo recto (estadio 9" HH),
contribuyen a la formacién del primordio de las cdmaras de entrada
ventriculares, que aparece en el estadio 12 y constituye la region caudal de la

rama descendente del asa bulboventricular.



. 'MATERIAL Y METODO

R ‘SAe.,ﬁ‘éa-rb‘il hﬁevds fértiles de gallina Gallus
Plymount 'rOCk,'v' ixj@:ixbados ‘a uma temperatura’ : de .:737
: 86‘8?% La edad"de-los embriones se detenﬁiné u r
GoE Hamblurger, : and ﬁgnﬁlfon (HH) -(1951),. .qut?;;;fé‘a?iq
morfologa. T

Los experimentos se realizaron en’un. cuarto- de  cultivo ‘previamente
“esterilizado con radiaciones de luz ultravioleta y utilizando una campana de flujo
laminar. El material de cristaleria se esterilizd en una autoclave a 15 Ib/pulg?

durante 15 minutos y el material quirtirgico en una solucion de benzal al 10%.

Con el propdsito de estudiar, si poblaciones celulares extracardiacas
adyacentes .al extremo caudal izquierdo y derecho del corazén en tubo recto
.. (estadio 9°), contribuyen a la formacion del primordio de las cdmaras de entrada
ventriculares, que constituyen el segmento caudal de la rama descendente del asa
bulboventricular en el estadio 12; se realizaron experimentos de marcaje,
estudios de anatomia microscopica, histologia y micro-cinematografia, en

embriones del estadio 9°.



A.- Experimentos'de Marcaie:

g adyacerites al extremo caudal del coraz tp, el limite amal de las

cémaras de entrada ventriculares, para:lo astrearon estas células, hasta-
encontrarlas en el surco atrio-ventricular. € stadio de- asa, que es el limite
atrial de dichas camaras. i ‘

Debido a que en los eStzidi'o tempranos de la cardiogénesis, el embrién se

encuentra con su superﬁcle ventral descansando sobre el vitelo, no es posible

abordar el corazdn con el em novo" : por lo que se atilizo 1a técnica de

cultivo “in vitro" IV ue permxte exponer. el embrién con su
» superﬁcxe ventra hacia el observador (Flg 5) :

Se usaron como - marcas, particulas de oxido de hierro (Stalsberg and
. DeHaan, 1969) .(2.6.1), una mezcla de gelatina/tinta china (Seichert, 1965)
(2.6.2) y particulas de carbon (Spratt, 1946). Los embriones se marcaron en el
estadio 9" (corazén en tubo recto) y se reincubaron en una incubadora NARCO a
37.5°C, 95% de humedad y 5% de CO,, hasta que alcanzaron el estadio 12. El

corazon fue expuesto mediante la técnica de Castro-Quezada, et al., modificada



(1977) (2 5) (Flg" 6)'
2 e\penmentos Q. 8).

C;)'n ‘el proposito de ix;vestigar si el extremo caudal izquierdo del corazon

.en tubo recto (estadio 9°) corresponde a la pared dorsal o ventral de la region en
que se encuentra el limite ventricular del primordio de las camaras de enu'ada

ventriculares del corazén en etapa de asa bulboventricular (estadio 12), a

veinticinco embriones del estadio 9" se les colocé una particula de oxido de
hierro (marca a) en la zona media del extremo caudal izquierdo del corazény se .
rastre6 hasta el estadio 12 (Fig. 7). Tres embriones de ésta serie se filmaron

durante 3 segundos a intervalos de 30 minutos (2.9).

Grupo 2.
Con el objeto de investigar si el extremo caudal derecho del corazon en

tubo recto (estadio 9), corresponden a la pared dorsal o ventral de 1a regién en



a] erecho del corazén y se cultivaron hasta el estadlo 12 :

Serigl oo o
"Esté:»s'eﬁe::sé "rézrxlizc’)','bbn el p;opésifo de buscar en las poblaciones
celulares extracardiacas adyacentes al extremo caudal del corazon en tubo recto,
el limite atrial de las camaras de entrada ventriculares, para lo cual, se rastrearon
estas células , hasta encontrarlas en el surco atrio-ventricular en el estadio de
asa, que es el limite atrial de dichas camaras. 41 embriones del estadio 9" se
marcaron en una region caudal extracardiaca, cada vez mas alejada del extremo
caudal izquierdo del corazén (marcas b, ¢, d, e) y se reincubaron hasta alcanzar
el estadio 12 (Figs. 8; 9; 10; 11). Se us6 como marca una mezcla de

gelatina/tinta china (Seichert, 1965) (2.6.2) o particulas de carbon (Spratt, 1946).

La ubicacion exacta de la marca al final de las dos series de experimentos,
se logrd transparentando los embriones y tifiendolos en bloque con verde luz
(2.4).




: B.-:Esfﬁ‘didsAnétomncos ‘e‘Histologico

v',electromco de bamdo (” 7) (Flg 13) Cmco embriones del estadio 9" y cinco del :

- estadlo 12 fueron procesados para obtener cortes hxstologtcos (2.2): chhosi..
" embriones se fijaron en Bouin (1.2), se incluyeron ‘en paraplast, sé' reahzamn"i
cortes de 7 micrémetros de espesor. Los cortes . seriados de tres embnones de

cada estadio, se tifieron con hematoxilina/eosina (2.3.1);

las dos series restantes se desecaron por punto critico, se recubrieron con oro'y” -

se observaron en el microscopio electrénico de barrido (I'lgs 14;15).5 :




EXPERIMENTOS DE MARCAJE

Experimento Num. de Inicio
embriones Estadio 9-
SERIE | Gpo. 1 25 . Extremo caudal( izqyi)erdo {marca a)
e.c.i.
Gpo. 2 " 'Extremo caudal derecho {marca f)

{e.c.d.)

SERIE I

100 - 200 micrometros del e.c.i (marca b) v

150 - 250 micrometros del e.c.i. (marca ¢}
300 - 400 micrometros del e.c.i. {marca d)

400 micrometros o mas del e.c.i. {marca €)

- TABLA 1




Los 25 embnones a los'cuales’ se les coloco la marca (a) en el. em-emo e

caudal 1zqu1erdo del corazén en tubo recto (estadlo 9) (Flg 7 A, C), dicha ma:cab S

se encontro en la rama’ caudal (descendente) del sa‘brulbovenv cularr en su
pared ' ventral, a una distancia promedlo de 110 mlcrometros del surco"
interventricular izquierdo, que corresponde al limite ventncular del pnmordlo de
las camaras de entrada ventriculares (estadio 1'7) (Flg 7 B D) Ademds caudal a
dicha marca y cefilico a los surcos amo-ventnculares, aparece-un nuevo
segmento cardiaco (compare . A . con B én: Flg 7). Los embnones ﬁlmados

presentaron los nusmos resultados e

Grupo 2.
k Los 20 embnones a los que se les colocé una particula de 6xido de hierro
(marca f), en el extremo caudal derecho del corazén en tubo recto (estadio 97)
(Fig.- 12 A, C), la marca se encontrd en el estadio 12, en la rama caudal
(descendente) del asa bulboventricular, en su pared dorsal, en la zona que
corresponde al limite ventricular del primordio de las camaras de entrada. La

marca se observé por transparencia (Fig. 12 B, D). Ademas, caudal a dicha



- marea y en posicion ceHlu.a respecto z\ los surcos atno-
nucvo seg,memo cardv\co (compare

con Ben Fig.12):

) a"marca (c)yenel -
xtrac dlacas a una dlstzmcla de 150 a
250 mlcrometros, caudal al extremo caudal del corazon en tubo recto (Fig. 9 A,

. C) se’ encontro la marca en el estadio 12

,enla superﬁcne ventral de la region del
surco atrioventricular derecho, que corresponde al limite atrial del primordio de

las camaras de entrada ventriculares (Compare By D con A y C en Fig, 9)



“En el corazon en; tubo recto stan presen!es Ios surcos mterventnculares

derecho'e: 1zqu1erdo (Flg 13 A) chhos surcos dmden al ‘corazoén en una region

cefallca (porcmn trabeculada del ventriculo' derech) y otra caudal (primordio de |

porcion trabeculada del: enﬁculo 1zqu1erdo) Ademas se observa la linea de

fusién ventral ‘de ambos pnmordlos cardlacos (Fig. 13 A). Los estudios
histolégicos, evxdencian ue el corazon tiene la forma de una canal abierta
dorsalmente, su pared dorsal esta constituida por la pared ventral del intestino

portal anterior (Fig.’ ‘l4 A).' Los cortes seriados observados con el microscopio




~electrénicode ‘barrido, - mostraron ‘la "

: bdx:deé er Zqui rdo del corazon (I‘ 15 15) Dicha ﬁlslon se inicia a mvel

: del surco mte entncular 1zqu1erdo y se ‘contintia cefallca y caudalmenle.




‘la fonnacxon de la pared dorsal

Los - résultados de Ia FSene mental jigs (marcas b,c,d,e); - nos

permitieron eslablecer el limite’ alna] (caudal) del pnmordlo de las camaras de

entrada ventriculares en las pob]acxones celulares extracardiacas, adyacentes: al



extremo. candal

a 51 las celulas cardlo[,emcas se
mueven en:peque S S}alsb‘gr;, and, DeHa_an, 1969), o blen

como . una c;;ipa K Résénquisf and‘DeHaan, 1966).




porlblemente medname un mecanismo haptotax1c0
988): Es: mportante senalaf due en “estos trabajos no_se
:de’] s células cardlogémcas es decir si son grupos o
forman una capa continua de celulas Exlsten multiples investigaciones respecto -

ala mamz extracelular-presente en las areas cardiogénicas en diferentes estadios
de’ desarrollo

1zad0'las concenh‘aclones relativas de diferentes
componentes de la: matriz; tales como la. ﬂbronectma (Linask and Lash, 1986;
Drake and Jacobsox 988 Dral\e etal 1990) e
al, 1980b), na 'y l: in

l acldo hialurénico (Vanroelen et

(Dr‘"ke et al l990), en diferentes ctapas de




consxdelablemente. Ademas otros autores mediante las técnicas de marcaje in

- viv, usando tnmdma tritiada (Rosenquist and DeHaan, 1966, Stalsberg and De
‘Haan, 1969) y particulas de oxido de hierro (Stalsberg and Dehaan, 1969),
deniqstraron que el destino prospectivo de la linea de fusién ventral de ambos

= primordios cardiacos, es formar el borde derecho del asa en el estadio 12, por



1987, 1689- : Sa’,;c]

no ser ob_[elo de este trabajo.







1.- SOLUCIONES

Cacodilato de sodio

H,0 destilada_

/Ajustvar’el pH. con HCI (




: mmutos 2:15 Ib/pulg’. Una vez estériles,se deJan en(har h
s50°C aproximadamente, se mezclan en una proporcion de 1

agrega la albimina fluida de dos hucvos. Elvmedlo,v se;we



estériles de 6 ¢ ‘deja enfiiar a

{ n uacidn se.
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el fondo de la caja de petri, los cuales son utilizados como inarcas.
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" “.Cardiogenicas:

Linea Primitiva

Fig. 1. Esquema de un blastodermo de pollo en etapa de
gastrula (estadio 4 HH), mostrando las areas cardiogénicas.
(Modificado de Rosenquist y DeHaan, 1966)
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F|g 2 ,Esquemas de cortes histolégico transversales de
_embriones de pollo desde el estadio 7HH al 12 HH, que

fébrésenta la formacion del tubo cardiaco a partir del

mesodermo espldcnico de las areas cardiogénicas.(Tomado
de DE Jong et al. 1990). (a) Estadio 7, 4 pares de somitas. (b)
Estadio 8+, 5 pares de somitas. (c) Estadio 97, 6 pares de
somitas. (d) Estadio 9+, 8 pares de somitas. (e) Estadio 10, 10
pares de somitas. (f) Estadio 11, 13 pares de somitas. (g)
Estadio 12, 16 pares de somitas. CPP= cavidad pericardica
primitiva; IPA= intestino portal anterior;, MV= mesocardio
vehtrai; SF= surco de fusion; MD= mesocardio dorsal.
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Fig. 3. Diagrama del corazén en tubo recto del embridn
humano descrito por Davis, en el que se muestran las
cavidades cardiacas primitivas. BA= bulbo adrtico; BC=
bulbus cordis; VP= ventriculo primitivo, AD= atrio derecho;
Al= atrio izquierdo; 1,1'= surcos interbulbares; 1,2'= surcos
bulboventriculares; 3,3'= surcos atrioventricuiares.
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CAMARAS ~DE SALIDA
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Fig. 4. Representacion esquematica de la constitucion
embrioldgica del corazén del embrién de pollo. (A) Corazon en
tubo recto (estadio 97). (B) Corazén. en etapa de asa
bulboventricular (estadio 12). AD= atrio primitivo derecho; Al=
atrio primitivo izquierdo; VD= ventriculo derecho; Vi=
ventriculo izquierdo.
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Fig. 5. Fotografias que muestran la secuencia en la que se
realiza la técnica de cultivo "in vitro" de New. (A) Camara
himeda de cultivo. (B) Separacion de la albuimina y chalazas
adheridas a la membrana vitelina. (C) Corte ecuatorial de la
membrana vitelina. (D) Separacion del blastodermo adherido a
la membrana vitelina del vitelo.



(E) Paso del blastodermo adherido a la membrana vitelina a
un vidrio de reloj. (F) Colocacion de un anillo de vidrio sobre la
membrana vitelina con el blastodermo adherido. (G) Montaje
de la membrana vitelina sobre las paredes del anillo de vidrio.
(H) Embridn dentro de la camara humeda, listo para continuar
su desarrollo en una incubadora de cuitivo. 1= pinza recta de

diseccidn; 2= chalasa ; 3= cristalizador con solucién Ringer,
4= vidrio de reloj; 5= membrana vitelina con el blastodermo
adherido; 6= anillo de vidrio; 7= cuerpo del embrién, 8= vitelo.



_TE(:NICIA' QUIRURURGICA

' Fig. 6>. Esquema de una vista ventral de un blastodermo de
pollo del estadio 9, en el que se muestra la técnica quirlrgica
descrita par Castro-Quezada (1972), mediante la que se retird
la pared del cuerpo y se dejo el corazdn al expuesto para
colocar las marcas. TN= tubo neural; PS= pliegue subcefalico;
CP= cortes paralelos; S= somitas; 1= corte transversal.
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Fig. ,'7; Experimento'd_e marcaje in vivo, el cual muestra que el
extremo caudal izquierdo del corazén en tubo recto (estadio
9), corresponde a la pared ventral de la zona que corresponde
al limite ventricular del primordio de las camaras de entrada
ventriculares (estadio 12). A.- Embrion en el estadio 9" con la
marca (a) colocada en el extremo caudal izquierdo del
corazon. X32; C.- esquema. B.- El mismo embrion en el que
la marca (a) quedd en la zona que corresponde al limite
ventricular del primordio de las camaras de entrada
ventriculares (estadio 12) X32; D.- esquema.
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‘Fig. 8. Experimento de marcaje in vivo, que muestra quée las
poblaciones celulares extracardiacas adyacentes al extremo
caudal izquierdo del corazon en tubo recto (estadio 97), que se
encuentran a una distancia de 100 a 150 micrometros caudal a
dicho extremo, contribuyen a la formacion del primordio de las
camaras de entrada ventriculares (estadio 12). A.- Embridn en
el estadio 9" con la marca (b), colocada en las poblaciones
celulares extracardiacas a una distancia de 100 a 150
micrometros caudal al extremo caudal izquierdo del corazén.
X32; C.-esquema. B.- El mismo embridén en donde la marca
(b) en el estadio 12, se encontré6 en el primordio de las
camaras de entrada ventriculares, en su pared ventrai X32;
‘D.- esquema.
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Fig. 9.. Experimento de marcaje in vivo en el que se muestra
que las poblaciones celulares extracardiacas adyacentes al
extremo caudal izquierdo del corazén en tubo recto, que se
encuentran a una distancia de 150 a 250 micrometros caudal a
dicho extremo, corresponden a la zona del surco
atrio-ventricular en su pared ventral, que es el limite atrial del
primordio de las camaras de entrada ventriculares (estadio
9). A.- Embrién en el estadio 9" con la marca (c), colocada en
las poblaciones celulares exiracardiacas a una distancia de
160 a 250 micrémetros caudal al extremo caudal del corazén.
X32; C.-esquema. B.- El mismo embrién en el que la marca
(c) se encontré en el estadio 12 en el surco atrio-ventricular
izquierdo, en su pared ventral, que corresponde al limite atrial
de las camaras de entrada ventriculares. X32; D.- Esquema.
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Fig. 10. Experiment'o de marcaje in vivo, en donde se muestra
que las poblaciones celulares extracardiacas que se
encuentran a una distancia de 250 a 350 micrometros,
caudales al extremo caudal izquierdo del corazén en tubo
recto (estadio 97), contribuyen a la formacion de la region atrial
del corazén en etapa de asa bulboventricular (estadio 12). A.-
Embrién en el estadio 9" con la marca (d), colocada en las
poblaciones celulares extracardiacas una distancia de 250 a
350 micrémetros caudél al extremo caudal del corazén X32;
C.- esquema. B.- El mismo embridn en el que se muestra que
la marca (d) se encontro en el estadio 12 en la regién atrial .
X32; D.-esquema.



Estadio 9 Estadio 12

Fig. 10
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Fig. 11. Experimento de marcaje in vivo en el que se muestra
que las poblaciones celulares extracardiacas que se localizan
a una distancia de 400 micrometros, caudales al extremo
caudal izquierdo del corazon en tubo recto (estadio 97), ya no
se incorporan al corazén en el estadio 12. A.- Embrién en el
estadio 9" con la marca (e), colocada en las poblaciones
celulares extracardiacas a una distancia de 400 micrometros o
mas caudal al extremo caudal del corazén. X32; C.- esquema.
(B) El mismo embrién en el que la marca (e) ya no se
incorpora al corazén en el estadio 12. X32; D.- esquema.



Estadio 9" Estadio 12

Fig. I
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Fig. 12. Experimento de marcaje in vivo, en el que se muestra
q”ue el extremo caudal derecho del corazén en tubo recto
‘(estadio 9), corresponde a la zona del limite ventricular de las
camaras de entrada ventriculares en su pared dorsal, én' el
estadio de asa bulboventricular. A.- Embrion del estadio 9
con la marca (f) colocada en el extremo caudal derecho del
corazén. X32; C.- Esquema. B.- El mismo embrién en el
estadio 12, en donde por transparencia se observa que la
marca (f), se encuentra en la zona que corresponde al limite
ventricular de las camaras de entrada ventriculares X32; D.-
Esquema.
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.Fig. 13. - Fotomicrografias: ‘—cén m _os_cobip' electrénico de
barrido. del corazén de'emrbriénéd‘e =poll6.'A.- corazén en tubo
recto (estadio 9) X150. B.- corazdén en estadio de asa
bulboventricular (estadio 12) X150. PTVD= primordio de la
porcién trabeculada del ventriculo derecho; PTVI= primordio
de la porcidn trabeculada del ventriculo izquierdo; SIVD= surco
interventricular derecho; SIVI= surco interventricular izquierdo;
ECD= extremo caudal derecho del corazén; ECI= extremo
caudal izquierdo del corazén; IPA= intestino portal anterior; C=
cono; PCE= primordio de las camaras de entrada
ventriculares; SIV= septum interventricular; SAV= septum
atrioventricular; A= atrio primitivo derecho 1= surco

conoventricular; *= linea de fusién; MD= mesocardio dorsal.
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Fig. 14. Cortes histoldgicos transversales de la regién caudal
al extremo caudal del corazén en tubo recto de un embrion de
pollo del estadio 9, vistos con el microscopio electrénico de
barrido. A.- Vista panoramica X200. Observese que el corazén
tiene la forma de una canal abierta dorsalmente. (B,C,D) =
Acercamientos que muestran las células con capacidad
cardiogénica (estrella) en el mesodermo esplacnico (ME). (B)
X500, (C) X2000, (D) X 2000.

CCP= cavidad pericardica primitiva; TN= tubo neural; N=_...
notocorda. L
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Fig. 15. Corte histoldgico transversal de un embrién de pollo
del estadio 12, visto con el microscopio electronico de barrido
X200. Observe que el borde derecho e izquierdo del corazon
(flechas) estan muy cercanos entre si, a punto de formar un
~tubo:  CCP= cavidad pericardica primitiva; TN= tubo neural;

N= notocorda; I= intestino.



Fig 16. Fotografias que muestran el sistema de
micro-filmacién. (A) Vista panoramica. 1= camara de video;
2= camara de incubacion; 3= termdmetro; 4= microscopio; 5=
videograbadora; 6= fuente de poder de la camara de video; 7=
termostato; 8= cdmara de cultivo con el embrion.
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