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Summary. 

The superior and inferior cushions of the atrioventricular (AV) canal of the 

heart have an important role in its transformation from a unicavitary to tetracavitary 

organ. However, the following facts remain unknown: 1) the peculiar contribution 

of each cushion to cardiac septation, 2) the cellular interaction in each cushion, 

and 3) the molecular factors involved in the epithelial mesenchymal 

transformation. 

The seeding of mesenchymal cell in the extracellular matrix on the inferior 

and superior atrioventricular cushions are considered as the beginning of 

septation. Markwald and Krug’s group has shown the mesenchyme cell is 

originated from an endothelial subpopulation as a result of myocardial signaling. 

The biochemical studies and “in vitro” culture system show that the extracellular 

protein solubilized by EDTA (EDTA extracts) form chick (14-17HH) embryo heart, 

has the capacity of substituting the myocardium as a inductor of epithelial- 

mesenchymal transformation. These experiment has been support by immune 

assay, i. e. the addition of IgG against EDTA extract in tissue culture, blocks the 

mesenchymal transformation. This antibody was used for screening an expression 

library and some clones with novel cDNA were obtained. Krug’s group is 

interested to known the role of each clone, whether the protein is the inducer, 

wheter it is produced by myocardium and wheter its expression is at place and 

time when the epithelial-mesenchymal transformation occurs.



De la Cruz’s group, with labeling experiments in chick embryos show, that 

the inferior cushion of the AV contribute to development of: 1) the atrioventricular 

septum, 2) the interatrial septum and the interventricular septum adjacent to the 

atrioventricular septum, and 3) the basal region of the anteroseptal leaflet of the 

mitral valve, while the superior cushion of the AV canal participates in: 1) the 

septal wall of the left ventricular outlet, and 2) the mitro-aortic continuity. This 

information shows that the prospective fate of each cushion is different and we 

thought this could be due to the initial seeding of mesenchymal cell. In this way we 

study the potential spatial and temporal asymmetries in the inferior and superior 

atrioventricular cushion in normal and abnormal chick heart. In addition, we 

studied the distribution of ES/130 as inducer candidate to the epithelial- 

mesenchymal transformation. 

The ternporal and spatial asymmetries were studied in optical section of 

heart embedded in polyacrilamide and the ceil nuclei stained with propidium 

iodide; cells count were determined within the cardiac jelly of the atrioventricular 

cushion by laser confocal microscopy in coronal planes spanning the enteri length 

of the chick embryo heart. We determined: 1) the epithelial-mesenchymal 

transformation begins between at stages 16 y 17HH at the inferior cushion of the 

atrioventricular canal and appear next to the atrium; 2) in contrast in the superior 

cushion this process starts between 17-18HH next to ventricle; 3) from 16HH to 

stage 20HH the mesenchymal cell number is higher at the inferior cushion than at 

the superior; 4) from stages 18HH to 20HH, the inferior cushion shows two 

mesenchymal cells accumulation, one next to atrium and the other one next to the 

apical trabecular region, this peculiar distribution was designate as bimodal; 5) 

from stages 18HH to 20HH, the superior cushion shows a increasing gradient of 

mesenchymal celis along the longitudinal axis from atrium to the ventricle. The 

hair implant which void the flexure of the head, induced an increase of 

ae



mesenchymal cell at stage 16HH; this effect disappeared at stage 20HH and later 

stages the atrioventricular cushion was hypoplastico. 

We know that the ES protein (Markwald and Krug group’s) induces the 

epithelial-mesenchymal transformation and antibodies against this factor block 

that transformation “in vitro”. These antibodies were used for screening an 

expression library and found several clones, which are currently under study. In 

this report we complete the information about ES/130 in special with respect to 

heart distribution. We used the cDNA reading frame in order to choose regions of 

the putative protein to make regional-specific policional antibodies. We obtain 4 

antibodies with the following features: a) all of then recognize a band of 130 KDa 

in Western blot; b) this protein is present in myocardium and endocardium extract 

of 14 and 17HH stages and it is more abundant at endocardium extract at 17HH 

stage; c) in chick heart sections the antibody anti-ll recognized only — the 

intracellular endocardium. By hybridacion “in situ’, we found the expression of 

ES/130 where the epthelial-mesenchymal transformation occurs in the heart at 

18HH stage. In functional essay “in vitro” our antibodies do not block the 

epithelial-mesenchymal transformation, for this reason we don’t use the antibodies 

for “in vivo’ assay. 

Our results show that each cushion have its particular epithelial- 

mesenchymal transformation and may be affect the prospective fate for each 

atrioventricular cushion. We suggests different hypothesis for the temporal and 

spatial asymmetries for each cushion: 1) the distribution of the inducer in similar 

fashion as mesenchymal cell; 2) the extraceliular matrix has a regional distribution 

and 3) the endocardium is heterogeneous with respect to transformation capacity. 

This information a base for understand the prospective fate for each cushion.



Resumen. 

EI cojin inferior y el superior del canal atrioventricular (A-V) participan en la 

transformacién del coraz6n en tubo recto unicavitario en un corazon tetracavitario, 

no obstante se desconoce: 1) el grado de contribucion de cada uno de estos 

cojines, 2) los mecanismos de interaccién celular en cada cojin y 3) los factores 

moleculares involucrados. 

La invasion de mesénquima en la matriz extracelular en los cojines inferior 

y superior del canal A-V, marca el inicio de la septacién cardiaca. El grupo de 

Markwaid y Krug muestra que el mesénquima se origina de una subpoblacién de 

células endoteliales, bajo la accién de inductores secretados por el miocardio 

subyacente. Los estudios bioquimicos y de cultivo “in vitro” demuestran que 

proteinas extracelulares de corazones de embriones de pollo del estadio 14- 

47HH, solubilizadas con EDTA (extractos ES), pueden sustituir al miocardio, como 

inductor de 'a transformacién endotelio-mesénquima. La posibilidad de que 

existan moléculas inductoras en el extracto ES, ha sido apoyada, porque 

anticuerpos producidos contra el extracto ES, bloquean la transformacién del 

endotelio en mesénquima. Estos anticuerpos se han utilizado para analizar una 

lioreria de expresiOn y se han obtenido clones que presentan un inserto de cDNA 

novedoso. Los productos de estas clonas se estan analizando para conocer si 

son inductores de la transformacién epitelio-mesénquima, si el miocardio los 

produce y si su expresiOn es en el estadio del desarrollo y en el lugar donde 

ocurre la transformaci6n del endotelio. 

El grupo de De la Cruz con técnicas de marcaje “in vivo” en el embrién 

del polio, demostré que el cojin inferior del canal A-V participa en el desarrollo de: 

4) el septum atrioventricular, 2) el septo interatrial y el septum interventricular



adyacentes al septum A-V y 3) en la porcion basal de la valva anteroseptal de la 

valvula mitral. El cojin superior del canal A-V participa en el desarrollo de: 1) la 

pared septal del tracto de salida del ventriculo izquierdo y 2) ja continuidad mitro- 

aértica que es la otra pared de este tracto. Esta informacién muestra que el 

destino prospectivo de cada cojin es diferente. Con base en estos hechos, se 

investigaron jas asimetrias potenciales en la distripucidn de  células 

mesénquimatosas en el cojin inferior y superior del canal A-V en el corazon 

normal del embrién del pollo y se compararon con un modelo de un cojin 

hipoplastico, que por consiguiente, presenta una malformacién congénita. 

Ademas, se estudio la molécula ES/M30 como posible inductor en la 

transformacién epitelio-mesénquima. 

La distribucién temporal y espacial de las células mesénquimatosas, en el 

cojin inferior y en el superior de canal A-V, fue estudiada con microscopia 

confocal y se determiné que: 1) la transformacién epitelio-mesénquima se inicia 

en el cojin inferior entre los estadios 16 y 17HH: las primeras células se observan 

en la regién contigua al atrio; 2) El inicio de la transformacién epitelio 

mesénquima en el cojin superior sucede entre los estadios 17-18HH en la regién 

contigua al ventricuio; 3) del estadio 16 al 20HH el numero de células 

mesenquimatosas en el cojin inferior siempre es mayor que en el cojin superior, 4) 

entre los estadios 18-20HH el! cojin inferior mostr6 dos conglomerados 

mesengquimatosos, uno cercano al atrio y otro cercano a la regién apical 

trabeculada; 5) en el estadio 18-20HH el cojin superior presentd un gradiente de 

células creciente hacia la regién distal del canal atrioventricular. Por consiguiente, 

los resultados mostraron que existe un gradiente atrio-ventricular en el cojin 

superior, mientras que en ei cojin inferior la distribucién celular es bimodal, es 

decir existen dos regiones donde estan concentradas las células mesenquimales. 

En el modelo del cojin hipoplastico, pudimos observar en el estadio 16HH, un 

incremento de células mesenquimatosas en el cojin inferior respecto al coraz6n



normal, mientras que en ei estadio 20HH el numero de células fué mas o menos 

similar comparado con el testigo. Manner informé que los cojines del canal AV son 

hipoplasticos después del estadio 26 en adelante, y en este trabajo se encontro 

que son hiperplasticos enire los estadio 16HH al 20HH no obstante porque 

Manner denominé a este modelo hipoplastico, !o seguiremos denominando de 

esta manera. 

Conociamos de los datos del grupo de Markwald y Krug ue los antigenos 

ES inducen la transformacién epitelio-mesénquima en cultivo y que los antisueros 

ES y OJ2 bloquean la transformacion epitelio-mesénquima “in vitro’. Estos 

anticuerpos se utilizaron para buscar en una libreria de expresi6n a que genes 

podrian corresponder, uno de ellos es el denominado ES130. Con el propésito de 

conocer la distribucién en el embri6on y su participaci6n en la transformaci6n 

epitelio-mesénquima, generamos anticuerpos contra cuatro regiones de la 

secuencia deducida del cDNA. Sabemos que ellas reconocen, en Western blot, a 

una banda de 130 KDa del miocardio y endocardio de embriones de! estadio 14 y 

47HH. En el estadio 17HH, el endocardio presenta una banda de mayor 

intensidad de ES/130 que en el miocardio. En inmunohistoquimica el anticuerpo 

contra ES/130 reconocié exclusivamente a nivel intracelular al endocardio, al 

epicardio y a la notocorda. 

El analisis de ES/130 por hibridacion “in situ”, mostra que el corazon de 

embriones del estadio 18HH, posee gran cantidad de mensajeros para esta 

molécula, sin embargo, no pudimos demostrar una distribucién especifica de su 

expresion. En pruebas funcionales, los antisueros ES no bloquearon la 

transformacién epitelio mesénquima “in avo” o “in vitro” por lo que no pudimos 

comprobar su papel de inductor en la transformacion epitelio-mesénquima.



Nuestros resultados en las etapas tempranas del desarrollo del 

mesénquima en los cojines inferior y superior del canal A-V demuestran que cada 

uno de los cojines tienen su propia evolucién, respecto a la formacién de 

mesénquima. Esta nueva informacion sugiere diferentes hipdtesis: 1) la 

distribucion del inductor o de su receptor es similar a la de las células 

mesenquimatosas, 2) la matriz extracelular tiene una regionalizacién especifica y 

3) el endocardio es heterogéneo respecto a la capacidad de transformarse en 

mesénquima. 

La informacién obtenida en este trabajo proporciona bases para explicar el 

destino prospectivos diferente para cada uno de los cojines atrioventriculares.



|. INTRODUCCION. 

Durante el desarrollo embrionario ocurren cambios moleculares, 

bioquimicos, morfolégicos y fisiolagicos de las células que se diferencian 

formando parte de un todo y son influenciadas por factores intra y extracelulares. 

Estas caracteristicas de la morfogénesis sefalan que el problema central de la 

biologia del desarrollo es la identificacion y la caracterizacién de los factores 

intrinsecos y los extrinsecos que controlan a las células durante los procesos 

basicos de! desarrollo, tales como la multiplicacién, movimientos y diferenciacién 

celular. Ademas, es necesario esclarecer el mecanismo de regulacién de la 

expresién genética por el cual esos factores intervienen en los procesos 

intracelulares y codmo repercuten en el medio extracelular (Grobstein 1964). 

Durante 1a formacién de un organismo ocurren procesos de crecimiento, 

adhesién, migracién, diferenciacion celular, cambios metabdlicos, fisioldgicos y 

electrofisiologicos especificos de cada estirpe celular. Estos eventos celulares 

son regulados por la actividad de los genes implicados y por acontecimientos 

epigenéticos concomitantes que intervienen en diferentes etapas de! desarrollo 

embrionario, como acontece durante fa fertilizacién, la segmentacién, la 

gastrulacién y la organogénesis. La organogénesis cardiaca es de particular 

interés, por la diversidad de procesos basicos del desarrollo que participan. El 

embridn de pollo es un modelo utilizado por su facidad de manejo, en este trabajo 

nos referiremos principalmente a su desarrollo embrioldgico del corazon, solo por 

motives de exposicién dividiremos su desarrollo en: 1) organogénesis temprana 

que incluye, 1.1) areas precardiacas, 1.2) formacién del tubo cardiaco primitivo o 

corazon en tubo recto y 1.3) torsién y formacién del asa cardiaca (looping), 2) 

organogénesis tardia, que comprende: 2.1) septacién del corazon, 2.2) desarrollo 

del aparato valvular atrioventricular y 2.3) incorporacién del cono y desarrollo de 

los tractos de salida ventriculares.



1. ORGANOGENESIS TEMPRANA. 

1.1, Areas precardiacas. El embridn del pollo en el huevo recién puesto 

esta en estadio de blastula, constituido por sdlo dos capas celulares: el epiblasto 

y el hipoblasto. Estas dos capas celulares estan separadas por una cavidad 

denominada blastocele, que contiene gran cantidad de material extracelular, como 

Acido hialurénico, laminina (Vanroelen et al., 1980), colagena (Martinez-Palomo, 

1970) y fibronectina (Mitrani y Farberov, 1982). Las dos capas celulares y el 

blastocele forman la blastula. En esta etapa, las células con capacidad de formar 

tejido cardiaco estan distriouidas en todo ei epiblasto, ya que cuando se cultivan 

fragmentos de blastodermo sobre la membrana corioalantoidea de embriones, en 

etapas mas avanzadas del desarrollo, se producen vesiculas contractiles (Rawles, 

1943). Durante la gastrulacién, parte de las células del epiblasto se transforman 

en células migratorias que invaden el blastocele a través de |a linea primitiva y se 

transforman en células del mesodermo (Rosenquist y De Haan 1966). Las células 

precursoras de! mesodermo al invaginarse, se desplazan sobre el material 

extracelular que se encuentra en el blastocele en estrecho contacto con el 

endodermo (Trelstad et al., 1967). Al finalizar la gastrulacion en el estadio 4 de 

Hamburger-Hamilton (Hamburgen y Hamilton, 1951), la linea primitiva ha 

alcanzado su longitud maxima, en este estadio, las células del mesodermo con 

capacidad de formar tejido cardiaco se han agrupado formando dos areas 

ovaladas, situadas una a la derecha y otra a la izquierda del nddulo de Hensen. 

Entre el estado 5HH y el estadio GHH, las células precardiacas se mueven de una 

manera cadtica, es decir su movimiento no esta orientado hacia un punto 

especifico. Entre los estadios 6 y 6°HH o de pliegue cefalico, las células 

precardiacas se dirigen hacia la parte mas anterior o cefalica del embrién. 

Posteriormente, en el estadio 8HH o de 4 somitas, las células precardiacas se 

establecen en el margen anterior del intestino primitivo (De Haan, 1964), en este 
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lugar las células se organizan y forman el futuro canal cardiaco (Steding and 

Seidl, 1980). De Haan en 1964, demostré que las areas presuntivas del corazon 

del estadio 6 al 7HH, cultivadas sobre agar, forman una vesicula contractil en la 

parte mas cefalica del tejido explantado, basado en este hecho, De Haan sugirié 

que el mesodermo precardiaco conserva el movimiento direccional en cultivo. El 

grupo de Lash (Linash and Lash, 1986) basados en la existencia de un gradiente 

de fibronectina de direccién caudo-cefdlico, proponen que las células 

precardiacas se mueven siguiendo este gradiente. 

Simultaneamente con la migracion de las células precardiacas, el 

mesodermo se separa en mesodermo esplacnico y somatico, aparentemente este 

proceso se lleva a cabo por medio de la creacién de vesiculas que finalmente al 

fusionarse, dividen al mesodermo en dos capas (Linash, 1992). Por otra parte, se 

ha visto que el tratamiento de los blastodermos con 5-bromodesoxiuridina entre 

los estadios 6 y 7HH inhibe la formacién de tejido cardiaco pulsatil (Chacko y 

Joseph 1974 y Montgomery et al., 1994), esta observacion sugiere que el 

programa de diferenciacién de las células cardiacas se inicia entre los estadios 6 

y 7HH, durante su migracién direccional. Sugi y Lough (1995) presentan 

evidencias de que la Acivina-A y el factor de crecimiento fibroblastico tipo 2 (FGF- 

2) inducen a la parte posterior del blastodermo del estadio 6HH a formar tejido 

contractil, lo que sugiere que estas moléculas participan en la induccion de tejido 

contractil. Se han identificado factores que estimulan la produccién de proteinas 

contractiles como: el SRF (serum response factor), que estimula a la produccion 

de a actina (McQuinn y Schartz, 1995) y el factor de maduracién de cardiocitos 

(CMF-1), que estimula la produccién de miosina (Edmodson et al., 1994). Es 

importante hacer énfasis que la ruta de diferenciacion del musculo esquelético y 

del cardiaco es diferente, asi Kern et al., (1995) proponen que la cascada de
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factores transcripcionales que regulan la diferenciacién de musculo cardiaco son 

diferentes a los que participan en la diferenciacién del musculo esquelético. 

4.2. Formacién del tubo cardiaco primitivo o corazon en tubo recto. 

Las células precardiacas !legan a su posici6n final y se organizan dando origen a 

una estructura acanalada que tiene como pared dorsal al intestino primitivo y que 

esta constituida por endocardio recubierto por miocardio (Davis, 1927). Linask y 

Lash (1993) sugieren que el miocardio y el endocardio se originan de un 

progenitor comun. Este corazén acanalado y recto esta constituido solo por la 

porcién trabeculada de ambos ventriculos (De la Cruz et al., 1989) y comienza a 

latir espontaneamente en el estadio 1OHH (Ramanoff 1960). 

4.3. Torsion y formacién_del_ asa cardiaca (looping). Entre el estadio 

10HH (corazén en tubo recto) y el estadio 12HH o asa en “C”, suceden dos 

eventos muy importantes: A) la adicion de poblaciones celulares caudales al tubo 

cardiaco que constituiran las camaras de entrada ventriculares, donde se 

desarrollaran los cojines del canal AV y !a regién atrial (George 1989) y 

poblaciones cefdlicas que daran origen al tracto de salida de ambos ventriculos 

(De la Cruz et al., 1977) y B). La formacion del asa dirigida hacia la derecha, se 

ha tratado de explicar por medio de diferentes mecanismos: 1.- crecimiento 

diferencial (Stasberg 1969a y b y Sissman 1966), 2.- contraccién del miocardia 

(Manasek y Monroe 1972), 3.- factores hemodinamicos, 4.- depdsito diferencial de 

Acido hialurénico, que al hidratarse ejerceria una presion asimétrica (Manasek, 

1981). 5.- citoesqueleto, como el caso del arreglo de miofibrillas agrupadas 

preferencialmente en la cara convexa del asa (Manasek, 1972) y también a una 

disposicién circunferencial de actina en todo el perimetro del corazén (Itasaki et 

al., 1991), 6.- morfégenos, se ha propuesto que la region cefalica del area 

precardiaca sintetiza un morfogeno que regula el tipo de asa en “C” (Easton et al.,
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1992), un posible morfégeno es el acido retinoico que regula por lo menos dos 

genes (Osmond et al., 1991, Hoyle et al., 1992 y Yost, 1992) y 7.- factores 

inductores, Levin et al. (1995) mostraron que moléculas similares a la activina, 

sonic hedgehog, o el producto ain no caracterizado del gene relacionado con el 

nodo de Hensen (cNR-1), participan en el establecimiento del asa tipo “C”. 

En este trabajo llamaremos Asa al periodo comprendido desde el estadio 

12HH, estadio en el cual existen por primera vez en el corazon todos los 

segmentos cardiacos primitivos (De la Cruz et al., 1989), hasta el estadio 16HH 

cuando los segmentos cardiaces primitives de la region apical trabeculada de 

cada uno de Jos ventriculos se encuentran lado a lado y en posicion caudal con 

respecto a las auriculas primitivas (De la Cruz et al 1983 y Villavicencio, 1997). E! 

corazon en el estadio 12HH es un corazén en serie y esta constituido en sentido 

cefalo-caudal por: e! segmento cardiaco primitive denominado cono o primordio 

del tracto de salida ventricular, que aparece en este estadio, por el asa 

bulboventricular, que tiene dos partes, una cefalica constituida por el segmento 

cardiaco primitivo de la regién apical trabeculada del ventriculo derecho y !a otra 

caudal, constituida por dos segmentos, uno adyacente al surco interventricular 

que es el primordium de la regién apical trabeculada del ventriculo izquierdo y el 

otro el primordio de las camaras de entrada ventriculares que aparece en este 

estadio y esté separado por los surcos atrioventriculares de ambos atrios 

primitivos, que también aparecen en este estadio del desarrollo. En el estadio 

14HH esta disposicién cambia; el borde mayor del asa cardiaca ya no es derecha 

sino ventral, el borde convexo es dorsal y aparece el espacio retrocardiaco, 

ademas las auriculas se han desplazado hacia una posicién mas cefalica y dorsal 

con respecto a su posicién inicial. Finalmente, en el estadio 16HH, las futuras 

regiones apicales trabeculares ventriculares se encuentran lado a lado, la futura 

region apical trabeculada del ventriculo derecho a la derecha y la izquierda a la 

izquierda y caudales con respecto a las auriculas primitivas (Vililavicencio, 1997).
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Los mecanismos de la formacién del asa cardiaca han sido poco estudiados, no 

obstante, se ha descrito que la inhibici6n o retardo en la flexién cervical induce 

malformaciones congénitas, no asi cuando se impide la flexion cefalica (Mannér et 

al 1993 y 1995). Durante el estadio 16HH existe un incremento en e| depdsito de 

material extracelular en la region del canal atrioventricular, el cual esta constituido 

por colagenas tipo |, II, Ill, MV, V, Vi y VII, heparan sulfato proteoglicano, dermatan 

sulfato proteoglicano, condroitin sulfato proteoglicano, acido hialurénico, 

fibronectina, fibulina-2, fibilina, laminina, citotactina, entactina, BM-90, fibrilina, 

familia de proteinas ES, tenasina, factores de crecimiento (derivado de plaquetas, 

de fibroblastos, de transformacién tipo-B, factor epidérmico, tipo insulina) 

citocininas, metaloproteasas, serin-proteasas, cisteina proteasas e inhibidores del 

activador del plasmindégeno, entre otros (revisado por Borg et al. 1995 y Little y 

Rongish 1995). La mayoria de estas moléculas han sido relacionadas con los 

eventos de la morfogénesis cardiaca, no obstante la forma de participacion de 

cada componenie se desconoce. 

2. ORGANOGENESIS TARDIA. 

2.4. Septaci6n del corazon. En el embrién dei pollo, el primer septum 

cardiaco aparece en el estadio 17HH y esta constituido, en la region atrial por el 

septum primum rudimentario, en la regi6n dei tracto de entrada ventricular por los 

cojines inferior y superior del canal atrioventricular y en la regi6én apical 

trabeculada de ambos ventriculos, aun incipiente, por el tabique interventricular 

primitivo muy pequefio (de la Cruz et al 1997). Este septum presenta un orificio, el 

foramen primum en la regién atrial y otro en la regién ventricular, el foramen 

interventricular primitivo. Este septum cardiaco tiene la forma de un numero ocho, 

divide al corazén en cuatro cavidades y lo denominamos septum cardiaco 

primitivo (de la Cruz et al. 1997). Es importante sefialar que el septum primum



  

14 

est@ constituido por musculo cardiaco compacto, los cojines del canal 

atrioventricular estén formados por tejido mesenquimatoso y el tabique 

interventricular primitivo por musculo cardiaco trabeculado. Se estudiara cada uno 

de los componentes embrioldgicos del tabique cardiaco primitivo por separado y 

su expresion anatomica correspondiente en el corazon maduro. 

A) El Septum primum y el septum interatrial. Como hemos sefialado, el 

septum primum aparece en el estadio 17HH; forma parte del primer septum 

cardiaco, separa la cavidad atrial derecha de la izquierda y corresponde 

externamente al surco interatrial. Este septum crece en direccién hacia los cojines 

superior e inferior del canal atrioventricular y conjuntamente con ellos forma el 

borde de un orificio entre ambos atrios que se denomina foramen primum (Patten, 

4922 en Morse et al, 1984). El septum primum conjuntamente con tejido 

proveniente del cojin inferior del canal atrioventricular, como se ha demostrado 

por medio de experimentos de marcaje “in vivo’ de este cojin, cierran el foramen 

primum. En las ultimas etapas del cierre del foramen primum aparecen multiples 

orificios en la zona media dei septum primum, mediante las cuales continua el 

flujo sanguineo desde la auricula derecha hacia !a izquierda, estas perforaciones 

se sugiere son debidas a muerte celular o a un incremento de la presi6n originada 

por el cierre del foramen primum (Morse et al., 1984). Es importante sefialar que 

desconocemos como se cierran estos orificios después de la eclosién, ya que en 

el corazon maduro no existen. En los mamiferos existe otro septum denominado 

septum secundum, el cual es esencial en el periodo prenatal. El mecanismo de la 

formacién de foramen secundum se desconoce, de la Cruz et al. (1972) considera 

que en la etapa postnatal la presion seguinea ejercida por el funcionamiento de 

los pulmones, es la causa del cierre del foramen secundum. Hay que hacer notar
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que se conoce poco acerca de los elementos celulares y eventos subcelulares de 

la septacion atrial. 

B) Los cojines inferior y superior del canal atrioventricular y el septum 

atrioventricular. El cojin inferior y el superior del canal atrioventricular, desde su 

aparicién en el estadio 17HH, dividen al flujo sanguineo en dos corrientes una de 

la auricula derecha al ventriculo derecho y otra de la auricula izquierda al 

ventriculo izquierdo. Los cojines inferior y superior del canal atrioventricular 

comienzan a fusionarse en el! estadio 26HH, adquieren la forma de un arco con la 

superficie convexa mirando a la auricula derecha y la céncava a la camara de 

entrada del ventriculo izquierdo. En el extremo cefalico de este arco emerge una 

evaginacion izquierda que da origen a ia porcién de la valva anterior de fa mitral 

que se inserta en el tabique y en el extremo caudal una evaginacién derecha que 

participa en el desarrollo de la valva septal de la tricuspide. Esta masa 

mesenquimatosa en forma de arco separa la cavidad auricular derecha de la 

camara de entrada del ventriculo izquierdo y su expresion anatomica es el septum 

atrioventricular. Es importante sefalar que este tabique al comienzo de su 

desarrollo, esta formado por tejido mesenquimal, que mas tarde es invadido por 

tejido muscuiar como se ha descrito en el humano por Wessels et al., (1995), por 

consiguiente, actlia como sustrato para la emigracién de las células musculares 

cardiacas. Los experimentos de marcaje “in vivo’ del cojin inferior del canal 

atrioventricular demuestran que este cojin forma el septum atrioventricular y divide 

al orificio atrioventicular comun en los orificios tricuspideo y mitral, también como 

ya hemos senalado contribuye en el cierre del foramen primum. 

Los experimentos de marcaje “in vivo” del cojin superior del canal 

atrioventricular (de la Cruz et al, 1982 y 1983 y Garcia-Pelaez et al., 1984), 

demuestran que contribuye en la formacion de la porcion libre de la vaiva anterior
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de Ja mitral que constituye la continuidad mitro-adértica y también en la pared 

septal del tracto de salida del ventriculo izquierdo. 

C) El septum inteventricular primitivo y el definitivo. El primordium del 

tabique interventricular primitivo aparece en el corazon en tubo recto y esta 

localizado en la linea ventral de fusién entre el primordium de la porcién apical 

trabeculada del ventriculo derecho y el del izquierdo (De la Cruz et al., 1997). En 

al estadio 17HH cuando ha finalizado e! periodo de torsién y el desarrollo del asa 

cardiaca (looping), el tabique interventricular primitivo hace su primera expresion 

morfologica en el apex del corazén, formando parte del primer septum cardiaco. 

Es importante sefialar que el septum interventricular primitivo corresponde 

externamente al surco interventricular. Este septum crece en direccién a los 

cojines del canal atrioventricular y cierra el foramen interventricular primitivo 

conjuntamente con tejido que proviene del cojin inferior del canal atrioventricular, 

como se ha demostrado por experimentos de marcaje “in vivo” de este cojin. 

Anatomicamente, el septum interventricular primitivo forma el tercio medio y apical 

del tabique interventricular definitivo, mientras que el tercio basal de este tabique, 

en la region de los tractos de entrada ventriculares, proviene del cojin inferior del 

canal atrioventricular y la zona del tracto de salida del ventriculo izquierdo se 

origina del cojin superior del cana atrioventricular. 

2.2 Aparato valvular_atrioventricular. El aparato valvular tricuspide y 

mitral esta constituido por e! anillo de insercién, los velos valvulares o valvas, las 

cuerdas tendinosas y los musculos papilares. El limite atrial corresponde al anillo 

de insercién de la valvula tricUispide y su limite con la region apical trabeculada de 

cada uno de los ventriculos corresponde a la base de los musculo papilares. La 

valvula tricuspide esta constituida por tres velos valvulares o valvas, la septal, la 

anterior y la posterior, la primera se origina del cojin inferior del canal



17 

atrioventricular como se ha demostrado por experimentos de marcaje “in vivo” 

(de la Cruz et al., 1983), la anterior, probablemente se origina del pliegue 

ventriculo infundibular y la posterior posiblemente del cojin lateral derecho del 

canal atrioventricular. Es muy factible que en cada una de estas valvulas 

particilpen las paredes ventriculares, pero aun desconocemos cual es su 

verdadera contribucién. La valvula mitral tiene dos valvas, la anterior que 

presenta dos regiones, la porcion con insercién septal y la porcién libre que se ha 

denominado continuidad mitro-aortica, que es una de las paredes del tracto de 

salida del ventriculo izquierdo. Respecto al origen embridlogico de cada una de 

estas porciones, en la septal contribuye el cojin inferior como lo han demostrado 

los experimentos de marcaje “in vivo” y en la porcion libre o continuidad mitro- 

aortica, el cojin superior del canal atrioventicular, también probado por 

experimentos de marcaje “in vivo” pero aun desconocemos cual es la 

contribucién de las paredes ventriculares (De la Cruz el al., 1983 y Van Mierop, et 

al., 1962). La valva posterior o mural de la mitral se origina en parte del cojin 

lateral izquierdo pero también participa la pared libre ventricular, mediante un 

proceso morfogenético que atin desconocemos. Respecto a las cuerdas 

tendinosas y los musculos papilares de los dos aparatos valvulares, aun no 

sabemos su morfogénesis. 

Chin et al., (1992) sugieren que el tejido de cojin da origen al aparato 

valvular atrioventricular (mitral y tricuspideo) y que la base de los velos valvulares 

se origina de la desdiferenciacién de tejido muscular (Arguello et al., 1978). Van 

Mierop y Kutsche (1985), sugieren que la pared ventricular tiene un papel critico 

en el desarrollo de! aparato valvular atrioventricular. No obstante, el grado de 

participacién de la pared muscular permanece desconocido.
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2.3, Incorporacién del cono y desarrollo de_los tractos de salida 

ventriculares. Los tractos de salida ventriculares son los segmentos subarteriales 

ventriculares, suppulmonar en el ventriculo derecho y subadrtico en el izquierdo. 

El segmento cardiaco primitivo denominado cono aparece en el estadio 

42HH, es el segmento mas cefalico del corazon y se continua caudalmente con el 

primordium de la region apical trabeculada del ventriculo derecho (de la Cruz et 

al. 1989). En el cono, en el estadio 22HH aparecen las crestas dextrodorsal y 

sinistroventral y dividen al cono en un cono anterolateral y otro posteromedial 

(Netter y Van Mierop 1969). Las crestas se forman por células mesenquimatosas 

que provienen de la transformacion del endocardio que invaden la matriz 

extracelular (Thompon y Fitzharris, 1979). El cono esta conectado, en su extremo 

caudal, con la region apical trabeculada del ventriculo derecho y en su extremo 

cefalico esta conectado con el tronco, el cual ha aparecido en el estadio 17-18HH 

(Garcia-Pelaez y Arteaga 1993) . En el estadio 27HH, el cono anterolateral se ha 

incorporado al ventriculo derecho (de la Cruz et al, 1977) pero aun 

desconocemos como ocurre esta incorporacién. Respecto al cono posteromedial, 

se supone que se incorpora al ventriculo izquierdo y contribuye en el desarrollo 

de su tracto de salida. 

El proceso de septacién del tronco da origen a las dos grandes arterias: la 

pulmonar y la aorta, que han sido objeto de estudio del grupo de Kirby et al. 

(1987) quienes muestran evidencias de que en este proceso participan las células 

de la cresta neural cardiaca. Las valvulas de las grandes arterias son el limite 

entre estas arterias y los tractos de salida ventriculares.
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En este trabajo estamos interesados en estudiar la transformaci6n 

mesenquimatosa que tiene lugar en los cojines inferior y superior del canal 

atrioventricular.
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ll.- ANTECEDENTES. 

El conocimiento de la participacién del tejido del cojin inferior y superior del 

canal atrioventricular en la formacién de las valvulas atrioventriculares y de los 

tabiques del corazén maduro han requerido por su complejidad de una 

investigacién multidiciplinaria, mediante la cual se ha logrado obtener informacion 

importante pero atin incompieta. A continuacién se presenta dicha informacion, 

que nos permite plantear el objetivo principal de esta investigacién. La 

informacion se expone en dos secciones: 1) estudios de la embriologia descriptiva 

y experimental y 2) antigenos ES y su participacién en la transformacion epitelio 

mesénquima en los cojines inferior y superior del canal atrioventricular (AV). 

4. Embriologia descriptiva y experimental. Grant (1962), Wenink y 

Gittenber-de Groot (1986) y Anderson (1990) sugieren que los cojines inferior y 

superior del canal A-V contribuyen muy poco en la septacién cardiaca y en el 

desarrollo de los velos valvulares. Estos autores consideran que el tejido 

epicardico y el miocardico forman la mayor parte del velo valvular. Chin et al. 

(1992) utilizando !a fibronectina como marcador del tejido de cojin, concluyeron 

que la mayor parte del aparato valvular A-V (mitral y tricuspideo) deriva de los 

cojines endocardicos y que la base de los velos valvulares proviene de la 

desdiferenciacion del miocardio, este sefialamiento se apoya en los hallazgos de 

Arguello et al. (1978) quienes observaron que el musculo cardiaco se transforma 

en tejido conectivo. Los trabajos de de la Cruz et al. (1982) muestran que el cojin 

inferior del canal AV contribuye al desarrollo de! septum atrioventricular, los 

septos interatrial e interventricular adyacentes al septum A-V, en la porcidn basal 

de ja valva septal de la trictispide y en la porcién de la valva anterior de la mitrai 

que se inserta en el septo. De la Cruz et al. (1983) y Garcia-Pelaez et al. (1984) 

demuestran que el cojin superior participa en el desarrollo de la porcién septal del
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tracto de salida del ventriculo izquierdo y en la continuidad mitro-adrtica. Por 

consiguiente, los experimentos de marcaje ‘in vivo” de De la Cruz et al. 1983 y 

Garcia-Pelaes et al., 1984, demuestran la participacién de los cojines del canal 

AV, como estructuras importantes en la transformacién del corazén tubular a un 

érgano de cuatro camaras. Sin embargo, los procesos biologicos que intervienen 

en la formacién de los velos vaivulares y de los septos cardiacos aun se 

desconocen. 

2, Antigenos ES en la transformacion epitelio-mesénquima. E] hecho 

que marca el inicio de la septacién cardiaca es la transformacién de una 

subpoblacién de células endoteliales en células mesenquimatosas, que recubren 

los cojines inferior y superior del canal AV. Esta transformacién epitelio- 

mesénquima es inducida por factores secretados por el miocardio subyacente 

(Markwald et al., 1977). Las células mesenquimatosas manifiestan cambios en su 

forma (Icardo, 1989a,b), adhesion célula-célula y asociacién célula-matriz 

extracelular, posteriormente invaden por migracién la matriz extracelular y ocupan 

el espacio entre el miocardio y el endocardio. Con el propdsito de estudiar los 

mecanismos de transformacién de las células endoteliales en mesénquima, en el 

coraz6n del embrién de pollo, los investigadores Krug et al. (1985a,b), Markwald 

et al. (1977) y Runyan y Markwald (1983) crearon un sistema de cultivo “in vitro”, 

mediante el cual concluyeron que dicho evento es dependiente de factores 

secretados por el miocardio. Los estudios bioquimicos demostraron que las 

proteinas extracelulares extraidas con EDTA (extractos ES) y proteinas del medio 

condicionado de cardiocitos, pueden sustituir al miocardio como fuente del 

inductor de la transformaci6n epitelio-mesénquima. También se encontr6 que un 

antisuero (ES1) generado contra las proteinas presentes en el extracto con EDTA, 

bloquea la transformacion del endotelio cardiaco a mesénquima (Krug, et al., 

1985a,b). Estudios “in vivo” han mostrado que fas proteinas reconocidas por el
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antisuero ES1 se asocian con la fibronectina y otros componentes de la matriz 

extracelular y constituyen particulas compiejas denominadas adherones (Sinning 

et al., 1992). Otras investigaciones informaron que algunos de los componentes 

identificados por los anticuerpos ES1 son proteinas de 180, 109, 93, 46 y 28 

Kilodaltones (kD)(Krug et al, 1985a,b, 1987), no obstante, se desconoce el papel 

de cada uno de ellas “in vivo” e “in vitro”. Estudios inmunohistoquimicos 

indican que los antigenos ES se expresan de una manera temporal en el corazon, 

aunque no se ha demostrado si ellos se encuentren localizados en las regiones 

del canal A-V donde ocurre la transformacion epitelio-mesénquima. Estos 

anticuerpos se emplearon para seleccionar de una libreria de expresi6n de 

miocardio sélo a aquellas clonas positivas y se encontraron 6 (Krug et al., 1987). 

El andlisis de la secuencia de nucledtidos de los clones, revel6 que dos son 

secuencias novedosas, lo que hace interesante analizar su capacidad como 

inductores de ja transformacién epitelio-mesénquima “in vivo” e “in vitro” e 

investigar si su distribucién en el corazon corresponde con los sitios de 

transformacion. De las seis clonas en este trabajo se presenta lo referente a una 

de ellas, que corresponde a una proteina de 130 Kd. 

lll. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS. 

Sabemos que el cojin inferior del canal AV participa en el desarrollo de la 

region basal de la valva anterior de la mitral y de la septal de la tricuspide, el 

septum atrioventricular, las regiones adyacentes del septo interventricular y del 

interatrial, mientras que el cojin superior participa en la regién septal del tracto de 

salida del ventriculo izquierdo y la continuidad mitro-adrtica. El destino 

prospectivo diferente de los cojines inferior y superior del canal AV sugiere que 

pueda deberse a distintos factores tales como: 1) un diferente programa de 

diferenciacién, 2) la distribucién asimétrica de las células mesenquimatosas en
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antisuero ES1 se asocian con la fibronectina y otros componentes de !a matriz 

extracelular y constituyen particulas complejas denominadas adherones (Sinning 

et al., 1992). Otras investigaciones informaron que algunos de los componentes 

identificados por los anticuerpos ES1 son proteinas de 180, 109, 93, 46 y 28 

Kilodaltones (kD)(Krug et al, 1985a,b, 1987), no obstante, se desconoce el papel 

de cada uno de ellas “in vivo” e “in vitro”. Estudios inmunohistoquimicos 

indican que !os antigenos ES se expresan de una manera temporal en el corazon, 

aunque no se ha demostrado si ellos se encuentren localizados en las regiones 

del canal AV donde ocurre !a transformacion epitelio-mesénquima. Estos 

anticuerpos se emplearon para seleccionar de una libreria de expresi6n de 

miocardio sélo a aquellas clonas positivas y se encontraron 6 (Krug et al., 1987). 

El andlisis de la secuencia de nucledtidos de los clones, revel6 que dos son 

secuencias novedosas, lo que hace interesante analizar su capacidad como 

inductores de la transformaci6n epitelio-mesénquima “in vivo” e “in vitro” e 

investigar si su distribucién en el corazén corresponde con los sitios de 

transformacién. De las seis clonas en este trabajo se presenta lo referente a una 

de ellas, que corresponde a una proteina de 430 Kd. 

il, PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS. 

Sabemos que el cojin inferior del canal AV participa en el desarrollo de la 

regién basal de !a valva anterior de la mitral y de la septal de la tricUspide, el 

septum atrioventricular, las regiones adyacentes del septo interventricular y del 

interatrial, mientras que el cojin superior participa en la regién septal del tracto de 

salida de! ventriculo izquierdo y la continuidad mitro-aértica. E] destino 

prospectivo diferente de los cojines inferior y superior del canal AV sugiere que 

pueda deberse a distintos factores tales como: 1) un diferente programa de 

diferenciacion, 2) la distribucién asimétrica de las células mesenquimatosas en
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cada uno de los cojines y 3) las relaciones diferentes en el tiempo y en el espacio 

de los cojines_ con otras estructuras embriolégicas. 

Suponemos que la participacion diferencial de los cojines superior e inferior 

en la formacién de los velos valvulares y septos cardiacos, se debe entre otros 

factores posibles a que existen importantes diferencias entre ambos cojines con 

respecto a la cantidad y distribucion topografica de la células mesenquimatosas y 

a la mayor expresion de los antigenos ES en los sitios donde las células 

endoteliales se transforman en mesénquima. 

IV. OBJETIVOS. 

Nuestros objetivos los dividimos en general y particulares. 

Objetivo_ general: Estudiar la distribucién de las células mesenquimatosas 

en los cojines inferior y superior de! canal A-V, su relacion con la distribucién del 

antigeno ES/130 y sus variaciones en diferentes estadios del desarrollo. 

Objetivos particulares: 1.- Determinar la cantidad, la distribucién y el lugar 

de células mesenquimatosas en el cojin inferior y en el superior del canal A-V en 

embriones normales y en un modelo hipoplastico de estos cojines, en diferentes 

estadios del desarrolio mediante microscopia confocal. 2.- Investigar !a relacion 

que existe entre los sitios de transformacién endotelio-mesénquima y !a 

distribucién de! antigeno ES/130, por inmunohistoquimica @ inmunoblot. 3.- 

basados en los resultados obtenidos, discutir las causas posibles que determinan 

que cada uno de estos cojines tenga un destino prospectivo diferente.
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V. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES. 

Elegimos como modelo bioldgico el corazon del embrién de pollo por su 

similitud anatémica, histol6gica y embriolégica con el humano y porque ademas, 

permite hacer una intervencion selectiva en una estructura embriologica 

especifica “in vivo”, lo cual no puede realizarse en mamiferos, por producirse el 

aborto. 

Se usaron huevos fértiles de gallina, White Leghorn (Gallus domesticus), 

que se incubaron a 37 °C, 86 % de humedad relativa y utilizamos para el estudio 

del desarrollo del embrion del pollo, la clasificaci6n de Hamburger y Hamilton 

(HH) que utiliza el tiempo de incubacién y la morfologia. Los estadios que se 

utilizaron fueron del 16 al 20 HH. 

De acuerdo con los objetivos de nuestra investigacion, el estudio se dividid 

en 3 secciones. 1. Distribucion de las células mesenquimatosas en los cojines 

superior e inferior del canal atrioventricular, 2. Distrioucin de ES/130 y 3. 

Estudio de la accién de los anticuerpos ES/130 “in vivo”. 

4. Distribuci6n de_las_células mesenquimatosas en los cojines del 

canal atrioventricular. 

1.1. Distribucion de las células mesenquimatosas en los cojines normales 

del canal atrioventricular. Los embriones se colectaron en solucién de Earle 

(Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS), Gibco BRL). El corazén se perfundio 

inyectando EBSS con una micropipeta a través del seno venoso para eliminar los 

eritrocitos, posteriormente se perfundieron con una solucién de paraformaldehido



al 4% en PBS y se transfirieron a solucion de paraformaldehido por 2 horas. Los 

embriones se lavaron exhaustivamente con PBS con azida de sodio 0.05% (PBS- 

A), se conservé el corazon y una porcién del cuerpo del embrion. Cada corazon 

se incluyé en poliacrilamida, siguiendo el protocolo utilizado por Germroth et al 

(1995) con ligeras modificaciones. Los corazones fijados se infiltraron durante 8 

hrs a temperatura ambiente (TA), en una mezcla de acrilamida (5 ml de acrilamida 

30%, bis-acrilamida 0.8 %, 100 pl de TEMED, 2 ml de 5X PBS y 2.9 ml de agua). 

Posteriormente cada corazon se transfirié a un criomolde de 15mm x 15mm x 5 

mm (Miles Inc.), los cuales contenian en su base, un gel de poliacrilamida de 1.5 

mm de grosor. El corazon se colocé sobre el gel, se adicionaron 400 pl de 

solucién de poliacrilamida y con el auxilio de un microscopio estereoscdépico, fue 

orientado para hacer cortes transversales, utilizando pequefias agujas de vidrio, 

con las cuales se sujeté la porcién del cuerpo del embrién al gel de poliacrilamida. 

Una vez orientadas las muestras, se adicioné a cada molde, 10 ul de persulfato 

de amonio al 2%, el molde se cubrié con un cubreobjeto durante 6 hrs y el gel 

polimeriz6é a temperatura ambiente. Los bloques con el corazén, se retiraron del 

molde y se pegaron con cemento de cianoacrilato (Krazy Glue, Borden Inc, 

Columbus, OH) al portamuestras de un vibratome marca Lanser (Serie 1000, 

Sherwood Medical, St, Louis, MO). Se obtuvieron secciones de 100 ym y se 

colectaron con el auxilio de un pincel y una pinza de relojero. Las secciones se 

sumergieron en HCI 1 N por 1 hr para hidrolizar el ARNm, se lavaron con PBS, 

hasta que el pH fuera de 7, se tifieron con yoduro de propidio 0.01 mg/ml por 2 

hrs y se lavaron exhaustivamente con PBS. Las muestras se transfirieron a 

PBS/glicerol (1:1) y se colocaron sobre el portaobjetos, se cubrieron con el 

cubreobjeto y se sellaron con barniz para unas. Estas muestras se analizaron en 

un microscopio confocal Bio-Rad modelo MRC-1000 (Bio-Rad, Inc., Hercules, 

CA), usando filtro standard para yoduro de propidio, la informacién se almacend 

para PC-AT en formato TIFF.
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Con el propdsite de contar todas la células mesenquimatosas a lo largo de 

todo el corazon, se realizaron 12 cortes transversales gruesos (paquetes) que 

iniciaban en la regién atrial y terminaban en la ventricular, cada paquete tenia 18 

u de grosor y estaba constituido por 3 secciones dpticas adyacentes, los paquetes 

estaban separados entre si por 10 p (fig. 1). Se seleccionaron las células 

mesenquimatosas cuyos nucleos esiuvieran bien definidos y separados al menos 

10 u del endocardio. En cada estadio (16-20HH) se tomd como grado de invasion 

la distancia entre el endocardio y cada célula mesenquimatosa, para lo cual se 

utilizé el programa Photofinish versién 3 para Windows. Los datos se analizaron 

por medio de la “t de student’, por analisis de regresion lineal y polinomial en et 

programa SigmaStat 1.0 para Windows. 

1.2. Modelo experimental de cojin hipoplastico del canal A-V. Manner et al 

(1993) sefialaron que existe relacién entre la flexion de la region cefalica del 

cuerpo del embrion y el desarrollo cardiaco, que afecta la torsi6n del corazén y a 

la vez altera el desarrollo embrioldgico normal de los cojines y los transforma en 

hipoplasticos. Nosotros pensamos que este es un buen modelo experimental para 

investigar la relacion de la transicion epitelio-mesénquima de los cojines del canal 

A-V y su expresion anatomica, ademas podria ser util para investigar !a expresion 

de las moléculas reguladoras de este proceso. Reproducimos el! modelo 

introduciendo un cabelio en el tubo neural de embriones del pollo del estadio 10- 

41HH. Con este propdsito el cabello se lavé con los siguientes reactivos y en el 

orden siguiente: 1) extran (Sigma Co, MO) al 5% en agua, 2) agua, 3) etanol al 

70%, 4) alcohol absoluto y se dej6 secar. El cascaron se desinfecté con Rocal al 

0.14% y posteriormente con etanol al 70%. En el area de la camara de aire del 

huevo se adhirié cinta transparente, para evitar que el cascaron se rompiera 

durante el proceso de corte. Con el auxilio de una tijera curva, se procedié a 

cortar el cascarén en la regidn donde se fijé la cinta adhesiva, se retird la
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membrana de la cascara y el embrién quedo expuesto. Los embriones del estadio 

10-11HH se tifteron con 5 ul de rojo neutro al 0.2% en PBS, se localizé la cabeza 

y con una pinza de relojero se practicé una pequefia incisién en la membrana 

vitelina cercana al neuroporo anterior. Se seleccioné un cabello delgado y se 

introdujo a través del neuroporo hasta después del ultimo somite (fig. 2). A los 

embriones testigo, sdlo se les colocé un cabello en la region cefalica y a otros se 

les introdujo el cabello e inmediatamente se ies retiré. Una vez terminada !a 

operacion, el orificio del cascarén se recubrid con parafilm (American Nat, 

Geenwich, CT), el huevo se invirtié para evitar que la evaporacion dafiara al 

embrién y se incubé a 37 °C con 5% de CO2 y humedad a saturacion. La 

evaluacion del ndmero de células mesenquimatosas y el grado de invasién, se 

realizé con la misma metodologia que se utilizé en los embriones normales. Se 

puso especial énfasis en el estadio en que se inicia la transformacién endotelio- 

mesénquima, es decir estadios 16HH, 18HH y 20HH. 

2. Distribucién de ES/130. 

2.1. Produccién y purificacién de anticuerpos policlonales monoespecificos 

contra ES/130. 

2.1.1. Produccién de anticuerpos contra ES/130. Debido a que se conoce la 

secuencia del cDNA de la proteina ES/130 (Rezaee et al 1993), es posible 

deducir la secuencia primaria de la proteina a la que codifica. Se eligieron 

regiones de la secuencia primaria de la proteina que cumplieran con las 

siguientes caracteristicas: 1) longitud aproximada de 20 aminoacidos, 2) 

inmunogénicas, 3) hidrofilicas lo que incrementa la probabilidad de que existan en 

la superficie de la molécula, 4) sin homologia con otras proteinas. Es importante 

sefialar que se eligieron dos secuencias que también existen en la proteina
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recombinante ES2.1a, subclona de ES/130, que se ha utilizado para obtener 

anticuerpos, esto con el propésito de aumentar las probabilidades de obtener 

anticuerpos especificos contra ES/130. Estas caracteristicas se analizaron en el 

programa PEPTIDESTRUCTURE (GCG package, BRC).y se eligieron 4 de ellas 

(fig. 3).
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Fig 1. Representacién del protocolo de corte en el corazon. Se realizaron paquetes 

(1,2..n) de 18 micras, separados cada uno por 10 micras. Cada paquete esta 

constituido por 3 secciones separadas cada una por 6 micras. A, atrio;OT, tracto de 

salida; SAV, cojin superior del canal A-V; IAV, cojin inferior del canal A-V; V, 

ventriculo; E, endocardio; M, miocardio; pAV, region proximal, dAV, region distal. El 

corazon fué fotografiado a 100X en un microscopio electrénico de barrido.



  

Figura 2. Implante del Pelo. El embrién del estadio 10HH 

muestra un pelo en el tubo neural sefalado por las flechas. 
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DKIPEQOVIQEVTDSSK VV VEPAVVPEPIAVESPIA A VSVPPOEKEKPALSPKEKRKKEK 
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LKRQLEEKEK QLTAEQEDAAAARNK

LRELSKELA 

ABKAKAAASESKLKEQLVTREREITAVQARMQASY QD
HVNETQQLQGKIRALQEQLENGP 

NTOLARLOQENSILRDALNQATSQTESK QNAELAKLR
QECNKLMKELSEKSEVLOQEEQQ 

KKSWEIKAAASEKQIEQLQTSQREMEA
TLQ RLDEVSDELRKTOTSYR SLVADAEKAKGQ 

QQSIAELQAKLLSSETEVKSKLLELDS
LKGKLQEASSENTRLLERIKSIEALLE

AGRMREA 

EEDRDLOAANEAEMKQLQLRLQEK T
DQLLSLEREAAELR AMEQQKTKNNDLREKNWK 

AVEALTTVEKACEEKLLAATKAKEEL
AHQLDVLQTRTKETLLSA LPEVTVSQ

QDYEA WLQE 

FKEKAVNVLKQHTVMTEPVDSALKLK
EAEEAQSTLQAECEQYRAILAETEGM

LRDLQKSV 

EEEQVWK AKLTVSEEELQKSQLQLKSL
EDMIEKLKAELQSTDQLKEY ISLLEAQLDKSE 

ADSQL 

Figura 3. Antigeno ES/130. Secuencia de aminoacidos en cédigo de una letra 

deducida del cDNA para ES/130. Las letras en negritas indican la secuencia que 

se eligid para producir los anticuerpos y las letras subrayadas indican la 

secuencia de la proteina recombinante utilizada para la producién de otros 

anticuerpos contra ES/130. Las letras subrayadadas, indican la secuencia de la 

clona que se utilizé para realizar las hibridaciones.
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Las 4 secuencias seleccionadas de aminoacidos, fueron enviadas al Dr. 

Cristian Schwabe del departamento de Bioquimica de la Medical University of 

South Carolina (MUSC), para sintetizarlas por el método denominado fase sdlida. 

Debido a que durante el proceso de sintesis se producen impurezas, fué 

necesario eliminarlas, con este propdsito se utilizaron, columnas de exclusion 

molecular de 1800 daltones (Bio-Gel P2, BioRad). Se hicieron tres procesos de 

purificacién por exclusién molecular para cada péptido, la primera retiré la mayor 

parte de los contaminantes de bajo peso molecular, la segunda los remanentes y 

la tercera se hizo para asegurar su pureza. Entre cada proceso de purificaci6n, 

los péptidos se liofilizaron para concentrar la muestra. La figura 4 muestra los 

diferentes perfiles de cada uno de los pasos de purificacién. El péptido obtenido 

después de la ultima purificacion, se envid al departamento de Bioquimica 

(MUSC) para el anéalisis de su composici6én de aminodcidos por medio, de 

hidrélisis 4cida y cromatografia de alta presion. Los datos obtenidos mostraron 

que el numero de aminoacidos fue el esperado para cada péptide (Tabla I). 

Los péptidos fueron acoplarios a KLH (keyhole limpet hemocyanin) segun 

las indicaciones del fabricante (Pierce), con el propdsito de que los elementos 

celulares que participan en la respuesta inmune los pudieran reconocer como 

inmundgenos. El protocolo que se utiliz6 se esquematiza en la figura 5 y !os 

resultados de cada reaccién con la KLH se presentan en la figura 6. Usamos el 

valor de la absorbancia de ja KLH para calcular la concentracién de proteina 

requerida para inmunizar a los conejos de la raza Nueva Zelanda. 

El protocolo de inmunizacién fue el siguiente: 

Dia -7 (una semana antes). Se colect6 sangre de los diferentes conejos y 

se dejé coagular durante 1 hr a temperatura ambiente (TA). El coagulo se 
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almacené a 4 °C durante toda la noche. Después se centrifug6 a 360 xg durante 

30 min. El sobrenadante (suero) se dividid en muestras alicuotas de 500 ul y se 

almacend a -20 °C hasta su empleo. Este suero preinmune se utiliz6 como control 

para todos los ensayos. 

Dia 0. Se eligieron cuatro zonas en la espalda del conejo, en cada una se 

inyecto subcutaneamente una emulsién de 125 yg del inmundgeno en 25 pl PBS 

y 25 pl de adyuvante completo de Freund's. 

Dia 14. Se colectaron 50 mi de sangre de cada conejo, para obtener suero 

inmune (sueros X.1). Los sueros se utilizaron para analizar la respuesta 

inmunolégica de cada conejo. Los conejos se inmunizaron nuevamente con 250 

ug del péptido-KLH en 100 ul de PBS. 

Dia 21. Se inmunizé subcutaneamente a los conejos con 200 Lg del 

inmundgeno con 4 mg de hidréxido de aluminio en PBS. 

Dia 28 y 35. Se colectaron 10 ml de sangre de cada conejo y se proceso 

para obtener el segundo y tercer suero inmune (sueros X.2 y X3, 

respectivamente). La respuesta inmunolégica se valoré por el método de 

ELISA(Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay). 

Dia 63: Se inyecté a cada conejo 200 ug del inmunégeno con 4 mg de 

hidréxido de aluminio en PBS. 

Dia 56: Se obtuvo el 4° Sangrado (suero X.4) y se analizo su reactividad 

por el método de ELISA.
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El método de ELISA se describe brevemente a continuacién: Los pozos de 

la caja de poliestireno para ELISA (Corning, NY), se recubrieron con 100 ul de 

péptido (1 ug/ml) y se dejaron 8 hrs a 4°C. Los pozos se lavaron con amortiguador 

de tris (20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4) con el detergente Tween-20 (0.05%) (TBS- 

Tween) y se bloquearon de 2 a 3 horas a TA con 1 mg/ml de albumina sérica de 

bovino (BSA) en amortiguador de carbonatos (50 mM, pH 9.6). Los pozos se 

lavaron 4 veces, con TBS-Tween y se agregaron 100 yl del suero inmune diluido 

4/25, 1/50, 1/100, 1/500, 1/1000, 4/5000 y 1/10000, en una solucion de BSA al 1% 

en TBS-Tween y se dejaron interaccionar por 2 horas a TA. Los pozos se lavaron 

4 veces con TBS-Tween y se adicionaron 100 pl de anti IgG de conejo acoplado a 

fosfatasa alcalina diluido, 1/3000 en BSA 1% en TBS-Tween, se incubdé por 2 

horas a TA. Se lavé 4 veces con TBS-Tween, se adicioné a cada pozo 200 ul de 

una solucion de p-nitrofenil-fosfato (1 mg/ml) en amortiguador de dietanolamina 

10 mM con MgCl, 0.5 mM, pH 9.5 y se dejo a TA hasta que desarrollara color 

(aproximadamente 1 hrs). Posteriormente se midid la densidad dptica 

(absorbancia) a 405 nm en un lector para ELISA (ICN, MS2 reader). 

El tercer sangrado (suero X.3) a una dilucion de 1/5000 did una lectura de 

aproximadamente 0.1 en 2 horas, jo cual nos indicéd que nuestros sueros estaban 

fistos para ser utilizados. En experimentos de competencia no se observo 

reaccién cruzada entre los diferentes péptidos. Hay que hacer notar que todos los 

sueros reconocieron a la KLH, lo cual era de esperarse, sin embargo esta 

reactividad no afecté los experimentos de competencia.
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24.2. Inmunopurificacién de anticuerpos antipéptidos _ES130. Los 

anticuerpos se purificaron empleando ia siguiente metodologia: 

A) Obtencién de las inmunogiobulinas (IgG) totales del suero. A cada ml de 

suero se le adicioné, gota a gota, 1 ml de sulfato de amonio saturado (4.1 M pH 7) 

y se agité por inversién durante 30 min. a TA. Se centrifugé a 3000 xg durante 15 

min a 4 °C, se desecho el sobrenadante y la pastilia se disolvid en 1 ml de sulfato 

de amonio 2.05 M, se centrifugd a 3000 xg por 45 min. La pastilla se disolvid en 

0.5 ml de PBS y se dializ6 contra PBS, toda la noche a 4 °C. La concentracion de 

las IgGs se determine midiendo su Absorbancia a 280 nm y utilizando el 

coeficiente de extincioén de 0.75 mg/mi o por el método de micro BCA (Pierce). 

B) Adsorcién de los péptides en papel de nitrocelulosa. En cajas de petri de 

3.5 cm de didmetro (Falcon), se pusieron discos de nitrocelulosa de 3.2 cm de 

diametro (8 cm’). Se adicionaron 2 mg de péptido disuelto en 500 pl de PBS y se 

dejé secar al aire a TA. Las membranas de nitrocelulosa se lavaron con TBS- 

Tween y se bioquearon con albumina de bovino 5% en TBS-Tween por 2 horas a 

25 °C. Las membranas se lavaron 4 veces con TBS-Tween. 

C) Purificacién de los anticuerpos anti ES130. Las IgGs (10 mg/ml) cuya 

purificacion se describio en el inciso A, se incubaron con los discos de 

nitrocelulosa que contenian el péptido adsorbido (ver inciso B), a 4 °C por 8 hrs 

en agitacién constante. Las membranas se lavaron 4 veces (5 min por lavado) con 

TBS-Tween y se incubaron por 5 min a TA con 0.5 mi de glicina 50 mM/NaCl 150 

mM, pH 2.6, para separar las IgGs de sus péptidos. Las inmunoglobulinas se 

neutralizaron, adicionando 60 ul de tris 1 M pH 9.5. Las IgGs se dializaron y se 

concentraron en un centriprep-10 (10,000 daltons peso molecular de exciusi6n, 

Amicon). La concentracién de las IgGs se determiné por el ensayo de micro BCA
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(Pierce) y se obtuvo de 0.1 a 5 yg en 100 ul. Estos anticuerpos se denominaron 

anti-1, 2, 3 y 4, que indican el numero del péptido contra el cual fueron 

producidos. 

2.2. Inmunolocalizacién de _antigenos ES/130 en el tejido. Los sueros se 

usaron a una dilucién de 1/100 y 1/500 y los anticuerpos inmunopurificades a una 

concentracién de 2 pg/ml. Se utilizaron embriones del estadio 14 y 18HH, se 

fijaron con diferentes métodos, con el propésito de encontrar el mejor, para 

preservar y exponer los sitios antigénicos. 

A) Fijacion con paraformaldehido en PBS. Los embriones se fijaron en 

paraformaldehido al 4% en PBS durante 1 hr, se lavaron 3 veces con PBS y los 

grupos aldehidos libres fueron bloqueados durante 24 hr con albumina bovina al 

2% en PBS con azida de sodio al 0.2% (PBS-A). Posteriormente los especimenes 

fueron lavados y almacenados en PBS-A. 

B) Fijacién con paraformaldehido Hepes-Calcio. Para evitar extraer la 

matriz extracelular, en especial las proteinas solubilizadas con EDTA (antigenos 

ES), el tejido se fijo 1 hr en paraformaldehido al 4 % en amortiguador de Hepes 

0.1 M, CaCl 2 mM. 

C) Fijacién con etanol a - 20 °C. Los embriones se fijaron en etanol a -20 

°C por 2 hr y posteriormente se almacenaron a -20 °C. 

D) Fijacién con acetona a -20 °C. El tejido se fijo con acetona a -20 °C por 

2 hrs, posteriormente se transfirid a etanol y se almacend a -20 °C.
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E) Fijacién con etanol-Dimetil sulfoxido (DMSO). Las muestras se fijaron en 

una solucion de etanol-DMSO (relacion 4:1), durante 2 hrs a -20 °C, se 

transfirieron a etanol y se almacenaron a -20 °C. 

F) Fijacién con solucion de Carnoy’s sin cloroformo. Los embriones se 

sumergieron en solucién de Carnoy’s sin cloroformo (etanol:acido acético:agua 

6:1:3) a-20 °C por 1 hr y se almacenaron a -20 °C. 

G) Fijacién con Omnifix. E! OmniFix (An-Con Genetic, Inc) es un fijador 

constituido de etanol al 36%, etilen glicol, Acido acético, cloruro de sodio y cloruro 

de zinc. Las muestras se fijaron 1 hr en omnifix y se almacenaron a -20 °C. 

H) Fijacién por congelacion (criopresevacion, Kitten et al., 1987). Los 

corazones se colectaron en PBS y se transfirieron a freon enfriado con nitrogeno 

liquide, inmediatamente después se pasaron a nitrogeno liquido y finalmente 

sobre alcoho! absoluto previamente solidificado por nitroégeno liquido. Las 

muesiras sobre el alcohol absoluto se almacenaron durante una semana a -70 °C. 

A medida que el alcoho! se descongela, el hielo de las muestras es sustituido por 

el alcohol. Después las muestras se transfirieron a -20 °C por una semana y por 

ultimo dos dias a 4 °C. 

Las muestras fijadas, se almacenaron por un periodo no mayor de 3 dias. 

Unas se procesaron para secciones en parafina y otras para congelacién, ambas 

técnicas se describen a continuaci6n. 

Las muestras para cortar en microtomo de parafina, se transfirieron a PBS 

y se deshidrataron gradualmente en etanol (15% a! 100%). El tejido se transfirid a 

xileno, xileno-cloroformo (1:1), cloroformo y cloroformo-parafina (1:1). Las



38 

muestras se colocaron en un moide que contenia parafina (Paraplast, Oxford, St 

Lous, Mo. USA) a 55 °C y se dejaron a esta temperatura por 2 hrs y en vacio. 

Posteriormente las muestras se orientaron bajo un microscopio de diseccion. La 

parafina liquida que contenia el tejido se dejé solidificar y la muestra se seccioné 

a 5 p de grosor. Los cortes se colectaron en cubreobjetos limpios y se 

almacenaron a -20 °C hasta su uso. La parafina fue retirada del tejido, 

sumergiendo los cortes en xileno y el tejido se rehidraté con alcoholes graduales 

decrecrecientes (100%-agua) y finalmente se transfirieron a PBS. 

Los corazones procesados para cortar en criotomo se transfirieron a PBS y 

se trataron con sacarosa al 5, 10 y 15%. La muestra se colocdé en un criomolde 

que contenia Tissutex (Miles) y se congelé en nitrégeno liquido. Se almacené a - 

70 °C hasta su uso, momento en el que se retiro del criomolde y se colocé sobre 

el portamuestras del criostato para ser seccionada a 10 yw. Cada seccion se 

deposité sobre portaobjetos limpios y recubiertos con polilisina. Los cortes se 

secaron al aire por 10 min y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. 

Reaccion inmunohistoquimica. Los cortes histclégicos se bloquearon con 

una solucién de BSA al 1% y suero normal de cabra (NGS) al 5% en PBS por 2 

hrs a TA 0 8 hrs a 4 °C. El tejido se incubd durante 2 horas a TA con el primer 

anticuerpo (suero diluido 1/100 0 anticuerpo inmunopurificado 2-10 pg/ml) en PBS 

con NGS 5% y BSA 1%. Las secciones se lavaron 3 veces con PBS, 5 min cada 

vez y se incubaron con el segundo anticuerpo, anti-lgG de conejo marcado con 

fluoreceina (Cappel), diluido 1:200 en PBS con NGS 5% y BSA 1%, se incubo 

durante 2 hrs a TA. El tejido se lavé 5 veces con TBS-Tween y 5 veces con PBS, 

cada lavado por 5 min. Las secciones se cubrieron con PBS/glicerol (1:9) con 

DABCO 1% (1,4diazabiciclo(2.2.2)octane por Zigma, Co.), para evitar que la 

fluorescencia se pierda (quenching). Se realizaron observaciones en un
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microscopio de epifluerescencia marca Carl Zeiss modelo Axioskop. Las 

fotografias fueron tomadas con pelicula Tri-X-pan, asa 400 y exposicion 

automatica. 

23. Anélisis de ES/130 en _miocardio _y endocardio. 50 corazones de 

embriones del estadio 14HH y 50 del estadio 17HH, fueron lavados con EDTA (5 

mM) en solucién salina (fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 140 mM, pH 7.2) 

por 5 min a 4 °C. Este tratamiento facilito la separacién del miocardio y del 

endocardio, la cual se realiz6 utilizando micropipetas capilares de 

aproximadamente 50 » de diametro. El miocardio de los corazones de embriones 

del estadio 17HH, se dividié en miocardio de la region del canal A-V y miocardio 

ventricular. Por razones técnicas, en embriones del estadio 14HH no se pudo 

separar el miocardio ventricular del miocardio del canal A-V. Los tejidos se fijaron 

con solucién de Carnoy’s durante 1 hr a TA, se lavaron 5 veces con etanol 

durante 5 min cada vez y el remanente de etano! se deié evaporar a TA. Las 

muestras se solubilizaron en amortiguador para electroforésis, sin DTT y sin azul 

de bromofenol y el glicerol se substituyo por urea 6 M. La concentraci6n de 

proteinas se determind utilizando el kit micro-BCA. Posteriormente a cada una de 

las muestras se Jes adicioné 1 vol. de amortiguador de muestra que contenia 8 

mgimi de DTT (dithiothreitol, Sigma, Co.) y 0.05% de azul de bromofenol. El 

patron protéico de cada muestra se obtuvo por electroforésis en minigeles de 

poliacrilamida de 1.5 mm de grosor, a 100 volts y 35 mA segun el método de 

Laemmli (1970). Después de la separacion electroforética, algunos geles se 

tiferon con azul de coomassie o con nitrato de plata (Oakley et al, 1980), otros se 

transfirieron a una membrana de immobilon-P de 0.45 Yu de poro (Millipore), en 

una camara de electrotransferencia Bio Rad (Mini Trans-Blot electrophoretic 

transfer cell) a 190 mA por 2 hrs. El carril que contenia los marcadores de peso 

molecular en la membrana de immobilon-P, fue cortado y tefido con azul de 

coomassie por 10 min, se destifio con isopropanol 25% /acido acético 10%, hasta
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encuentra adherida a la membrana vitelina, se coloco un anillo de papel Whatman 

(5 cm de didmetro externo y 3 de diametro interno) sobre !a membrana vitelina, 

procurando que el embrién quedara en el centro y con una tiiera de diseccién se 

corté la membrana vitelina alrededor del anillo externo del pape! (Flamme et al. 

1991): se sujetd con unas pinzas y se separd del huevo. El exceso de vitelo se 

retiré adicionando EBSS sobre la superficie ventral del embrién. El embrién 

adherido a la membrana vitelina se colocé con su pared dorsal descansando 

sobre el fondo de una caja de petri de 6 cm de diametro que contenia 1 ml de 

EBSS. A cada embrién se le retiré la pared ventral del cuerpo, quedando 

expuesto el corazon. Los embriones asi tratados, se depositaron ventralmente en 

el pozo central de cajas de cultivo (6 cm didmetro externo y 3 cm diametro interno, 

Falcon} que contenian medio de cultivo (albdmina de huevo 20%, glucosa 

0.1%,bicarbonato de sodio 0.22% en EBSS) y se incubaron a 37 °C, CO2 5% y 

humedad relativa a saturacion (fig. 7). Bajo estas condiciones, los embriones del 

estadio 12HH alcanzaron el estadio 16HH en 24 horas con un porcentaje de 

viabilidad del 70% y los embriones del estadio 14HH se pueden incubar hasta 

alcanzar el estadio 22HH (2 dias de cultivo) con un 40 % de viabilidad. 

3.2. Estudio prospectivo del cojin inferior. Tomando como base los datos 

obtenidos por de la Cruz y col. (1989 y 1991), que muestran 1) que el corazon del 

estadio 9-HH (tubo recto), esta constituido solamente por el primordio de la regién 

trabeculada ventricular y que las regiones restantes se adicionan posteriormente 

al corazon embrionario, 2) que en el estadio 12HH, el corazon esta constituido por 

todos los segmentos cardiacos primitivos, 3) que el cojin inferior se encuentra en 

al surco atrioventricular derecho; nosotros realizamos experimentos de marcaje 

del surco derecho del corazén y de la zona adyacente al mismo, en embriones del
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estadio 12HH, utilizando gelatina tinta china y !a rastreamos hasta el estadio 

16HH. 

Marcaje con gelatina tinta china. El surco derecho de embriones de estadio 

42HH fue marcado con un filamento de 10-30 p de diametro, recubierto con una 

mezcla de gelatina-tinta china (Seichert, 1965). Este filamento se introdujo en el 

area de interés durante 1-2 minutos y se retiré, dejando la marca en el tejido. El 

embrién se cultivé durante 24 horas como se describid anteriormente. El 

desplazamiento de la marca fue registrado, mediante la filmacién de cada 

embrion, dicho registro se realizé cada hora durante 15 seg, por un periodo de 24 

horas, bajo un microscopio de diseccién (Olimpus serie SH), una videocamara 

Altec (CA2063-10 RGB), y una videograbadora SONY (S-VHS SVD-9500 MD). 

Las imagenes fueron digitalizadas por medio de una tarjeta Miro DC-10 y el 

programa Adove Premiere en una computadora Pentium-90 y se imprimieron en 

una impresora Epson Stylus a 720 DPI 0 se tomaron fotografias directamente del 

monitor con pelicula Plus X pan, asa 125. 

3.3. Purificacién de las IgG totales de sueros producidos, contra antigenos 

ES. Se utilizaron los sueros inmunes (ES1) y (OJ2) obtenidos por Rezaee et al. 

(1993). Ambos sueros bloquean la transformacion epitelio-mesénquima “in vitro” 

y reconocen proteinas de la matriz extracelular, asi como de las células del 

miocardio de los cojines inferior y superior del canal atrioventricular. Las IgGs se 

purificaron al pasar los sueros a través de una columna de afinidad, agarosa- 

proteina G. La columna se lavo con PBS y las IgGs se eluyeron adicionando 

glicina 0.1 M pH 2.5. Las fracciones obtenidas se neutralizaron con Trizma base 1 

M. y la proteina se determind por su absorbancia a 280 nm. Las muestras se 

concentraron por centrifugaci6én en concentradores centriprep-30 con membrana 

de exclusion de 30,000 daltones; este procedimiento también nos sirvid para
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dializar las IgGs con PBS. Las muestras se almacenaron en PBS, con y sin azida 

de sadio 0.2% (PBS-A). 

3.4. Dosificacion de los anticuerpos. Debido a que necesitabamos un 

método de dosificacién de los anticuerpos, decidimos utilizar micro-acareadores 

por su facil manejo, porque queda sefialado el sitio de implante y porque pueden 

absorber moléculas cargadas positiva o negativamente. La eleccién de los 

microacarreadores se hizo tomando en consideracion que no afectaran el 

desarrollo del embrién; que absorbieran anticuerpos y que potencialmente los 

puedieran liberar a su medio circundante. Utilizamos microesferas DEAE-agarosa 

(Waters, Millipore Co.). Para demostrar que los anticuerpos o que los fragmentos 

Fab de los anticuerpos son retenidos por la DEAE, se hicieron experimentos de 

adsorcién. Estos experimentos se realizaron poniendo a interaccionar 4 yg de 

IgGs, parcialmente hidrolizadas con papaina (Porter, 1959), con 250 ul de DEAE- 

agarosa, en Tris 20 mM y sacarosa 200 mM a los pHs de 7.5 y 10. La interaccion 

se lleva a cabo en microcolumnas, las cuales se lavaron 3 veces con 2 ml de 

solucién de pegado (Tris 20 mM y sacarosa 200 mM), posteriormente se lavé con 

0.8 ml de PBS y finalmente las IgGs se eluyeron con 0.1 ml de amortiguador de 

muestra. Las diferentes muestras se concentraron utilizando microconcentradores 

con membrana de exclusion de 10,000 daltones (Millipore, Bedford, MA) y se 

recuperaron de los concentradores lavandolos con 20 ul de amortiguador de 

muestra. Como experimento control, 4 ug de IgGs se incubaron con agarosa a los 

dos pHs. Las diferentes muestras se corrieron en geles de poliacrilamida y se 

tiferon con nitrato de Plata-coomassie. Los geles se digitalizaron a 1200 DPI con 

un digitalizador (UMAX power look, data System Inc, Hsinch) en una computadora 

Power Macintosh modelo 8100/80AV. Las imagenes fueron analizadas con el 

programa NIH versién 1.1, con la finalidad de conocer en qué porcentaje se 

unieron las IgGs a la resina.
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Es importante sefalar que debido a que la adsorci6n de las 

inmunoglobulinas a la DEAE se realiz6 en Tris 20 mM, solucién téxica para las 

células, decidimos sustituir el Tris por amortiguador de Hepes 20 mM, sacarosa 

200 mM pH 7.5 (HS), solucién no téxica. Tomando ésta consideracién se repitio el 

experimento y se encontré que también las igG se unen a la DEAE en HS. 

Teniendo conocimienta de! porcentaje de IgGs absorbidas por las perlas de 

DEAE, se pusieron anticuerpos OJ2 y como controles, albmina de suero bovino 

(BSA) y suero preinmune, cada una por separado. Ya adsorbidas las moléculas 

de interés, se procedié a introducir las perlas en la zona del cojin inferior de 

embriones del estadio 14HH, para ello el embridn con el corazon expuesto se lavé 

con EBSS y después con HS para evitar que la proteina (IgG) unida a la perla, se 

liberara prematuramente. Con el auxilio de una microaguja de vidrio, se hizo un 

pequefio orificio en el miocardio de la parte central del cojin. Con una micropipeta 

capilar de 20-50 yw de diametro, se aspiro una esfera de DEAE-agarosa, 

previamente incubada con la molécula de interés. La esfera se deposito muy 

cercana al sitio inicial de puncién y con la ayuda de otra microaguja se introdujo 

en la zona de! cojin inferior, de tal manera que quedo entre el endocardio y el 

miocardio. Los embriones se cultivaron en las condiciones antes mencionadas, 

hasta que alcanzaron e! estadio 18HH. Se fijaron en paraformaldehido al 4% en 

Hepes 100 mM con CaClo 2 mM por 40-30 min, se lavaron 3 veces con PBS-azida 

de sodio 0.02% (PBS-A) y se almacenaron en PBS-A, hasta su uso. El analisis del 

efecto del anticuerpo sobre la transformacién epiteliomesénquima, se realiz6 en 

30 embriones a los cuales se les introdujo una o mas esferas con OJ2, 30 con 

BSA y 15 con IgG preinmune. El porcentaje de embriones que alcanzaron e! 

estadio 18HH fue del 60%. En algunos embriones se pusieron 2 esferas para 

estudiar el efecto dosis-respuesta. El analisis se realizo por microscopia confocal, 

como se mencioné anteriormente. La ventaja del uso de las esferas fué que se
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pudo observar el sitio de microimplantacién. El implante de un maximo de 4 

esferas de 25 up, no afectd el desarrollo del embri6n.
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C ES 391-407 D ES 521-539 

   
Figura 4. La grafica muestra fos perfiles de purificacin de los péptidos. A. ES1-16 

0 péptido 1, de secuencia KIPEQQUTQEVTDSSK, peso molecular 1817 daltones 

y su hidrofobicidad 77.87. B. ES131-154 0 péptido 2, de secuencia 

DGPVKKKSASKKKAEPAPADSDGP, peso molecular 2409 daltones e 

hidrofobicidad 77.87. C ES391-407 o péptido 3, de  secuencia 

KRLDEVSDELRKTSY, peso molecular 2068 daltones e hidrofobicidad 77.87. D. 

ES521-539 o péptido 4, de secuencia EAMEQQKTKNNDLREKNWK, peso 

molecular 2391 daltones e hidrofobicidad 77.87. La purificaci6n se realizd 

utilizando columnas de exclusiOn molecular de 1800 (P2). Cada fraccién (eje x) fué 

de 1 ml. El eje corresponde a la absorbancia a 280 nm. Se hicieron 3 

separaciones y el péptido obtenido de la tercera corrida se utiliz6 para acoplarla a 

KLH. primera purificacién; _@ ~~ segunda purificacion; a 

tercera purificacion. —&—
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AA pep | pep 2 pep 3 pep 4 

teo exp teo exp teo exp teo exp 

asp 1 1.06 3 2.78 2 1.94 4 4 

glu 5 4.66 1 1.13 3 3.14 5 4.4 

ser 2 1.85 3 2.49 2 17 0 0 

gly 0 0 2 2.04 0 0 

his 0 0 0 0 0 0 0 0 

arg 0 0 0 0 2 1.87 1 1.01 

thr 2 1.85 0 0 2 1.96 1 0.87 

ala 0 0 4 427 0 0 1 0.95 

pro 1 0.97 4 4.46 0 0 0 0.12 

UKO 0 0 0 0 0.02 0 0 

tyr 0 0.23 0 0 1 1.06 0 0.01 

UK 0 0 0 0 0 0 0 0 

val 2 2.35 1 0.95 1 0.95 0 0 

met ) 0.25 0 0.21 1 0.97 0 0 

cys 0 0 0 0 0 0 0 0.02 

ile 1 0.85 0 0 0 0 0 0 

leu 0 001 0 0 2 2.23 1 1.14 

phe 0 0 0 0 0 0 0 0 

UK 0 0 0 0 0 0 0 0 

UK 0 0 0 0 0 0 0 0 

lys 2 1.92 6 5.88 2 1.84 4 3.94 

UK 0 0 0 0 0 0 0 0 

total 16 16 24 24 17 17 18 17 

Tabla 1. Hidrdlisis acida de ios péptidos seleccionados. Los péptidos 

obtenidos de la tercera fase de limpieza se sometieron a hidrdlisis acida y 

cromatografia de alta presién, para obtener su composicion de aminoacidos. 

Observe que los valores tedricos (teo) y los obtenidos por hidrdlisis acida (exp) 

son iguales, lo que indica que cada uno de los péptidos son los esperados. Para 

el péptido 4, el valor tedrico es 18 y sdlo se obtuvieron 17, esta discrepancia se 

debe a que durante la hidrdlisis acida el tript6fano (Trp) es destruido por lo que el 

valor téorico esperado es 17 mas 1 (Trp) = 18.
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mezclar 2 mg de péptido (hapteno) en 

500 pl de amortiguador de conjugacion (pH 4.7) 

con 

2 mg KLH en 200 pl agua destilada 

Adicionar 50 pl 
de EDC, pH 4.7 

incubar 2 br a temperatura ambiente 

+ 
Separar por filtracién en gel 

Drenar la solucion de almacenaje y 

lavar la columna con 5 ml de PBSS 

Adicionar el complejo 
péptido/acarreador 

Adicionar 0.5 m! de PBSS 

y colectar fracciones 0.5 ml 

Medir la 

Abs a 280 

nm 

Figura 5. El diagrama muestra el protocolo usado para acoplar el péptido y 

el acarreador Hemocianina de Heyhole Limped (KLH). El inmunogeno se 

obtuvo de la columna de filtracion a una concentracién de 0.6-1 mg/ml. 

Amortiguador de conjugacién 0.1 M MES, 0.9 M NaCl, 0.2% NaNz, pH 4.7. 

EDC (1-ethyl 3-(-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochoride), este 

compuesto a pH 4.7, reacciona con aminas 0 carboxilos (Lisina, Glutamina, 

Arginina, Histidina, Asparagina, Acido glutamico, Acido aspartico).
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Figura. 6. Perfil de elucién de la mezcia de reaccién KLH-péptido. Note que el 

péptido absorbe a 230 nm (linea roja) y la KLH a 280 nm (linea verde). El primer 

pico a 230 nm corresponde al péptido unido a KLH y KLH libre, el segundo pico 

corresponde al péptido libre. Las fracciones (eje X) colectadas del primer pico se 

utilizaron para las inmunizaciones. A. Péptido 1. B Péptido 2. C. Péptido 3 D. 

Péptido 4. 
P —B- Abs 230 nm eonatBsses Abs 280 nm
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Vi. RESULTADOS. 

1. Distribucién de las células mesenquimatosas en los cojines del 

canal atrioventricular. 

1.1. Distribucién de las células mesenquimatosas en los cojines normales 

del canal atrioventricular. Con el auxilio del microscopio confocal, se investig6 en 

el cojin inferior y en el superior del canal A-V de embriones normales, en qué 

estadio del desarrollo aparecen las células mesenquimatosas, su distribuci6én 

topograéfica y su numero durante el desarrollo. Nuestros datos indican que la 

transformacién epitelio-mesénquima se inicia en el cojin inferior en el estadio 

46HH (figs. 8, 11, 12 y tabla Il) y en el cojin superior entre los estadios 17HH y 

48HH (figs. 9, 11, 12 y tabla Il). La tabla Il y las figuras 8-10 muestran la cantidad 

de células mesenquimatosas en la matriz extracelular en el cojin inferior y en el 

superior del canal atrioventricular en cada estadio del desarrollo investigado 

(16HH-20HH). En la tabla se observa que el cojin inferior en los estadios 

estudiados posee mas células mesenquimatosas que el superior, asi en el estadio 

17HH tiene 11 veces mas, en el 18HH 2.4, en el 19HH 1.6 y en el 20HH 1.8. El 

indice de crecimientos de cada uno de los cojines se muestra en la figura 11, este 

indice es mayor en el cojin superior respecto al inferior entre los estadios 17HH y 

18HH y es similar entre los estadios 18HH a 20HH. 

La distribucién del mesénquima en los cojines superior e inferior del canal 

atrioventricular en los estadios 16HH, 18HH y 20HH, a partir del surco 

atrioventricular se muestra en las figuras 8-10 y sus graficas correspondientes en 

las figuras 12-14. Estas fotografias y graficas muestran también que en el estadio 

46HH en que aparecen por primera vez las células mesenquimatosas en el cojin 

inferior, se observan en la regién préxima o contigua al atrio (figs. 8A,B y 12);
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posteriormente en el estadio 18HH aparecen también en la region distal (figs. 9E- 

H y 13) y en el estadio 20HH presentan una distribucién bimodal (figs. 10A-D,G-J 

y 14). En el cojin superior, las primeras células mesenquimatosas aparecen en el 

estadio 17HH en su region distal (figs. 9F-H y 12), y en el estadio 20HH se 

encuentran principalmente ubicadas en dicha region dei cojin (figs. 10G-J y 14). 

La cantidad de células mesenquimatosas en el cojin inferior y superior del canal 

atrioventricular, decrece al alejarse del endocardio (tabla ill, fig. 15), es decir se 

encuentran concentradas en las cercanias del endocardio. 

1.2. Modelo experimental de cojin hipoplastico del canal A-V. 

Los embriones con el pelo implantado después de 36 hrs alcanzaron el 

estadio 16HH (fig. 16), con un 80% de viabilidad, la cual decrece a un 65% al 

tercer dia, cuando el embrién alcanza el estadio 20HH (fig. 17) y aun 30% al sexto 

dia, cuando los embriones se encuentran en el estadio 32-34HH. En los 

embriones a los que se introdujo un pelo en el tubo neural en el estadio 10HH, el 

numero total de células mesenquimatosas en el cojin inferior y superior del canal 

atrioventricular en el estadio 16HH fue mayor en ambos cojines, comparado con 

los embriones testigo (P<0.005)(compare figs. 8 vs 18; fig. 20 y tabla IV). En el 

estadio 20HH el cojin inferior del canal A-V del modelo experimental tiene 

aproximadamente el mismo numero de células mesenquimatosas que el grupo 

testigo (P=0.8)(figs. 19, 20 y tabla IV), mientras que el cojin superior de! modelo 

experimental presenta mas células mesenquimatosas que el testigo 

(0.052P<0.1)(figs. 19, 20 y tabla IV). 

Al comparar fa distribucién de las células mesenquimatosas a lo largo del 

eje longitudinal, en los cojines inferior y superior del canal atrioventricular, 

encontramos que su distribucién es muy similar en ambos grupos, testigo y
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experimental (compare figs. 8 vs 18, figs. 10 vs 19, 12 vs 21 y 14 vs 22). Ademas, 

el volumen de los cojines inferior y superior del canal atrioventricular en el modelo 

experimental, es mayor que en el grupo testigo; en los estadios 26-30HH estos 

cojines disminuyen de volumen, por esto Ultimo Manner (1993) lo denominé 

cojines hipoplasticos. 

La invasividad de las células mesenquimatosas en el cojin inferior y 

superior del canal atrioventricular, también presenta la misma relacién que se 

observa en los embriones testigo, es decir, mientras mas lejos de! endocardio 

menos células mesenquimatosas. El cojin inferior y superior del canal 

atrioventricular, en los embriones de! grupo experimental del estadio 16HH, 

presentaron mas células mesenquimatosas en todos los niveles, que los 

observados en ambos cojines de los embriones testigos (fig. 23). En éste estadio 

el cojin inferior de los embriones experimentaies presento a 35 py. del endocardio, 

menos células mesenquimatosas que el testigo (fig. 23A) y a otras distancias del 

endocardio, un numero discretamente mayor que el testigo (fig. 23A). En el 

estadio 20HH, el cojin superior en el grupo experimental, present6 mas células 

mesenquimatosas en todas las distancias comparades con el testigo (23B). 

2. Distribucién de ES/130. 

2.1. Produccién de _anticuerpos policlonales_monoespecificos contra 

ES/130. 

Empleando el método de ELISA encontramos que la reactividad de! 

anticuerpo contra el péptido-l (anti-pep-1) fue muy baja y en Western blot el 

reconocimiento de la proteina ES/130 fue pobre; el anticuerpo contra ES2.1a (fig. 

3), que contiene la secuencia del péptido-t, reconocié en Westen blot la proteina
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ES2.1a (fig. 24). El anti-pep-ll que tine endocardio (figs. 25A y 26), en 

experimentos de competencia, fue desplazado solo por el péptido II (fig. 26B), 

este suero en Western blot reconocié una molécula de 130 KDa (fig. 27). El suero 

inmune anti-pep-lil, reconocié exclusivamente el miocardio y el miotomo, 

reactividad que no fue bloqueada por ei peptido Il. El anti-pep-IV tuvo respuesta 

pobre contra su péptido correspondiente. El suero inmune III reconocié proteinas 

del miocardio y el miotomo en embriones del estadio 14 y 18HH, ésta reactividad 

se observé Unicamente a nivel intracelular, éste suero en Western blot, reconocid 

una molécula de 280 KDa, que no corresponde a la miosina, cuyo peso molecular 

es de 200 Kda (no mostrado). El péptide Ill en experimentos de competencia, no 

desplazo a la inumunoreactividad del anti-péptido Ill. 

2.2. Inmunolocalizacién de antigenos ES/130 en tejido. 

La tabla V muestra un resumen de los diferentes tratamientos y resultados 

que se obtuvieron con cada suero y podemos indicar lo siguiente: A.- El suero 

inmunopurificado contra e! péptido IV, no reconoci6 tejido cardiaco, pero cuando 

se traté con hialuronidasa, la inmunoreactividad se encontré en el dérgano 

proepicardico (no mostrado). B.- Las globulinas inmunopurificadas contra el 

péptido Il, reconocieron al endocardio de embriones del estadio 14 (fig. 25) y 

17HH (fig. 26), Unicamente cuando éste tejido se desnaturaliz6 con Carnoy’s y se 

corté con el criotomo o si el tejido se traté 1 hr con hialuronidasa (2.5 mg/ml en 50 

mM de Acetato de sodio, pH 5.6). Esta reactividad fue bloqueada por el péptido Il 

(fig. 26B) y no por los péptidos |, illo lV. La tincién de| endocardio es intracelular 

en los estadios 14HH y 17HH (figs. 25 y 26) y en el estadio 18HH esta restringida 

ala region del canal atrioventricular (fig. 26A). Ademas, el anticuerpo fue incapaz 

de precipitar proteinas de matriz extracelular, enriquecidas de adherones y no 

bloqueé la transformacién epitelio-mesénquima del endocardio en cultivo (no
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mostrado). Los anticuerpos OJ2 y E81, tiferon la matriz extracelular de embriones 

del estadio 18HH (fig. 28). 

2.3. Analisis de ES/130 en miocardio y endocardio. 

Los sueros inmunopurificados anti | y 1, ademas de reconocer a la banda 

de 130 KDa, reconocen a la proteina recombinante ES1.A (fig. 24). En el 

endocardio del estadio 17HH, se reconociéd una banda de 130 KDa, la cual fue 

tefida mas intensamente que en e! endocardio del estadio 14HH (fig. 27 carril 5 

vs 6). Esta banda de 130 KDa fue reconocida con menor intensidad en las 

proteinas del miocardio que en las del endocardio en los estadios antes 

mencionados (fig. 27 carriles 2 y 4 vs 5 y 6). El miocardio de la region del canal A- 

V, en embriones de! estadio 17HH, present ligeramente mayor tincidn de ES/130, 

con respecto a la regién ventricular constituida exclusivamente por miocardio y 

endocardio. El miocardio de embriones del estadio 14HH present6 menos tincion 

de ES/130, con respecto al micardio del estadio 17HH. Ademas, observamos la 

reactividad del anticuerpo anti-Il con otras bandas (fig. 27). En experimentos de 

hibridacién “in situ” la sonda antisentido para ES/130 (fig. 3), hibridé con ES/130 

sdlo en el corazon (figs. 29 y 30) y su control (sonda con el mismo sentido) no tifé 

niguin tejido (fig. 29). En el estadio 18HH la sonda anti-sentido tifé con mayor 

intensidad el mesénquima del area de los cojines inferior y superior del canal A-V 

(fig. 30).



55 

3, Estudio de la accién de los anticuerpos ES/130 “in vivo”. 

3.1 Cultivo del embrion. La nueva técnica de cultivo “in vivo” que se 

presenta en este trabajo (fig. 7), reine las condiciones éptimas para que los 

embriones del estadio 12HH y 14HH se desarrollen hasta el estadio 16HH y 24HH 

respectivamente y ademas, posee los requisitos indispensables para lograr una 

filmacion adecuada. Con este sistema, encontramos que la marca que se colocé 

en el estadio 12HH, en el surco atrioventricular derecho, se encontré en el estadio 

18HH en el cojin inferior del canal A-V (fig. 31). 

3.2. Dosificacién de los anticuerpos. Los anticuerpos OJ2 y ES1 (tabla V), 

tiferon la matriz extracelular de embriones del estadio 17HH (fig. 28). El analisis 

densitométrico del gel con los eluatos (fig. 32) demostré que el 35% del fragmento 

Fab, se adhiere a la DEAE-agarosa a un pH de 7.5 0 10, el PBS despega 

aproximadamente el 55% de la proteina adherida, y el amortiguador de muestra 

para electroforésis, retira el 45% restante. A la agarosa o resina testigo, se adhirio 

menos del 2% del fragmento Fab. 

Las microesferas que se inyectaron en el sitio prospectivo de! cojin inferior 

del canal A-V en el estadio 12HH, aparecieron en el cojin inferior del estadio 

48HH (figs. 33 y 34). El implante de 1, 2, 6 3 microesferas (15 p de diametro) 

con albumina sérica de bovino o con las inmunogloblinas del suero OJ2 o ES1, 

en el sitio prospectivo del cojin inferior de embriones del estadio 12HH 0 14HH, 

no afecté el desarrollo embrionario del corazén, ni tampoco, aparentemente, la 

invasion de células mesenquimatosas en el estadio 18HH (fig. 33).
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Anillo de papel    
Embrion en el soporte Medio de cultivo 

  

    
     

Camara de cultivo 

Figura 7. Cultivo del embrion. En A se muestra el diagrama de un embrion 

adherido a un anillo de papel (vista superior). En B se muestra una camara 

de cultivo para los embriones, observe la caja de petri (vista lateral) con un 

pozo central. El medio de cultivo consistié de albtmina 20%, glucosa 1%, 

bicarbonato de sodio 0.22 gr por 100 ml en EBSS. 

 



  

Figura 8. Distribucion de las células mesenquimatosas en los cojines inferior y 

superior del canal atrioventricular de un corazon del embrion del pollo del 

estadio 16HH. El corazon se tifid con yoduro de propidio y se hicieron cortes 

épticos transversales en el microscopio confocal. Cada seccion representa 18 

micras. El recuadro A es una secci6n contigua a la auricula (pAV) y el recuadro 

| es la contigua a la region apical trabeculada (dAV). La barra indica 100 

micras. Note que solo hay células mesenquimatosas en el cojin inferior, en 

especial en los recuadros A-E, es decir en la regién pAV. Et cojin superior no 

presenta células mesenquimatosas. 
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Figura 9. Distribucién de las células mesenquimatosas en los cojines inferior y 

superior del canal atrioventricular del corazon del embrion del pollo del estadio 

18HH. El recuadro A es una seccién contigua a la auricula (pAV) y el recuadro 

| es la contigua a la regién apical trabeculada (dAV). La barra indica 100 

micras. Note que en todos los recuadros el cojin inferior contiene mas células 

mesenquimatosas que el cojin superior. Observe que la mayoria de las 

células mesenquimatosas en el cojin inferior, se encuentran en los recuadros 

A-C después disminuyen (D-E), posteriormente vuelven a aumentar (F-H). En 

el cojin superior las células mesenquimatosas se encuentran formando un 

gradiente creciente de A-G. 
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Figura 10. Distribucién de las células mesenquimatosas en los cojines inferior 

y superior del canal atrioventricular del corazén del embrién del pollo del 

estadio 20HH. El recuadro A es una seccion contigua a la auricula (pAV) y el 

recuadro L_ es la contigua a la region apical trabeculada (dAV). Note que en 

todos los recuadros el cojin inferior contiene mas células mesenquimatosas 

que el cojin superior. Observe que la mayoria de las células 

mesenquimatosas en el cojin inferior, se encuentran en los recuadros A-D 

después disminuyen (E-F), posteriormente vuelven a aumentar (G-l), esta 

distribucién celular la hemos denominado bimodal. En el cojin superior las 

células mesenquimatosas se encuentran formando un gradiente creciente de 

A-|. La barra indica 100 micras. 
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Estadio” lav P sav? IAV/ SAV * 

16HH 60+ 30 34 2 20 

17HH 1314 31 124 10 41 

48HH 633+ 66 264+ 8 2.4 

19HH 10404230 6364160 1.6 

20HH 1474448 8274146 1.8             
Tabla Il. Numero de células mesenquimatosas en el cojin inferior 

(IAV) y superior (SAV) del canal atrioventricular en cada estadio 

estudiado. Note que la relacién de células entre el JAV y el SAV 

decrece con respecto al estadio de incubacion. #90 corazones fueron 

utilizados en total. ° Promedio +/- la desviacion estandard. ° relacién 

de células entre IAV y SAV. 
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Figura 11. Cinética de invasion de las células mesenquimatosas en el cojin inferior 

(IAV) y superior (SAV) del canal atrioventricular. A) Cantidad de células 

mesenquimatosas en el IAV y en el SAV por horas de incubacién. B) log de células 

mesenquimatosas contra horas de incubacién. Las horas se calcularon a partir del 

estadio de desarrollo, utilizando el tiempo promedio de incubacién informado por 

Hamburger-Hamilton (1951)(16HH=53 h..17HH=63 h; 18HH=68 h; 19HH=70 h y 

20HH=71 h). Los indices de multiplicacion, m,, se calcularon por regresi6n lineal. 

Cada punto representa el promedio de cuatro lecturas individuales. Note que el cojin 

inferior en todos los estadios estudiados presenta mas células que el cojin superior. 

Ei mesénquima aparece en el cojin inferior, no obstante fa tasa de multiplicacién del 

mesénquima es mayor en el cojin superior.
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Figura 15. Distribucion de las células mesenquimatosas del endocardio hacia el 

miocardio. Se analizo el cojin inferior (IAV) y el superior (SAV) del canal 

atrioventricular, de corazones de embriones de pollo del estadio 16HH y 20HH. 

Se estudiaron cuatro corazones de cada estadio de desarrollo y se encontré que 

las células mesenquimatosas decrecen gradualmente al alejarse del endocardio. 

No existieron células mesenquimatosas en el cojin superior en el estadio 16 HH 

por lo que no se graficaron. 
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cojin inferior 

cojin superior 

    

Figura 19. Efecto mecanico del implante de pelo sobre la 

transformacién endotelio mesénquima. El! pelo se implanté en el tubo 

neural del embrién en el estadio 10HH que se dejo desarrollar hasta el 

estadio 20HH. La barra indica 100 micras.
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Figura 20. Efecto mecanico sobre la transformaci6én epitelio- 

mesénquima. A embriones del estadio 10HH se les implanto un cabello 

en el tubo neural y los embriones reincubados se sacrificaron en el 

estadio 16HH y 20HH. Note que en el estadio 16 HH el efecto sobre el 

incremento de mesénquima es muy notorio y en el estadio 20 HH, éste 

sdlo se nota en el cojin superior.
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Estadio® distancia al endocardio 

10-60 pm 60-110 pm 110-160um 160-210 nm 210-260 um 

16HH SAV 2+ 0 0 0 ) 0 

16HH IAV 32423 12412 0 ) 0 

20HH SAV 436465 263448 100438 23415 5+ 9 

20HH {AV 633248 470420 268421 86432 18414               
  

Tabla Ill. Distribucion de las células mesenquimatosas en el espacio entre el 

endocardio y el miocardio. Se analiz6 el cojin inferior (IAV) y el superior (SAV) del 

canal atrioventricular, de corazones de embriones de pollo del estadio 16HH y 

20HH. Note que las células mesenquimatosas se encuentran cercanas al 

endocardio. 

® Se analizaron cuatro corazones de cada estadio de desarrollo.
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Figura 23. Efecto del implante de cabello sobre la distribucién de células 

mesenquimatosas del endocardio hacia el miocardio. A embriones del estadio 10HH 

se les implanté un cabello en el tubo neural (p) y los embriones se sacrificaron en el 

estadio 16HH o 20HH. Note la anomalia en la distribucién de células 

mesenquimatosas cercanas al endotelio en el cojin inferior del canal atrioventricular 

del corazon de embriones experimentales.
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Estadio IAV SAV 

16 HH (8) 60.3 + 30 27+ 2 
16 pHH (4) 319.5 + 131 76.2 + 28 

20 HH (4) |1473.5 t 48 | 862.5 t 146 
20 pHH (3) | 1532.2 ¢ 459 | 1165.6 f 390           

Tabla IV. Efecto del implante del cabello sobre el numero total de células 

mesenquimatosas en el cojin inferior (IAV) y en el cojin superior (SAV) del canal 

atrioventricular. A embriones del estadio 10HH se les implanto un cabello en el 

tubo neural y se sacrificaron en el estadio 16HH y en el 20HH. La letra p antes de 

HH indica al embrién experimental. Entre paréntesis se indica el numero de 

corazones utilizados por estadio de desarrollo de Hamburger & Hamilton (HH). 

Los valores son la media +/- la desviacién estandard. Para significancias 

estadisticas ver figura 20.
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Figura 24. Proteina de fusion ES2.1a. (A) gel tefiido con azul de 

coomassie. El carril, 1 muestra los marcadores de bajo peso molecular; 

el carril 2,fue cargado con proteina recombinante (glutationa- 

transferasa-ES2.1a); el carril 3, contiene proteina retenida por la 

columna de glutationa-Agarosa; el carril 4, proteina recombinante 

cortada por trombina, la flecha negra sefiala a la proteina de fusion y la 

inferior (vacia) el péptido ES2.1a. (B) Inmunoblot. Carril |, marcadores 

de bajo peso molecular, tefiidos con azul de coomassie. Los carriles 

2,3,4 y 5 fueron cargados con proteina recombinante cortada con 

trombina e incubada con suero normal (carril 2), con anti-péptido {I (carril 

3); con anti-péptido | (carril 4) y con anti-lgG de conejo (carril 5). La
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Figura 25. Inmunolocalizacién de ES/130 en el corazon del embrién del 

pollo. A). El corazén del embrién del pollo del estadio 14HH, se fij6é en 

Carnoy’s y se corté en un criostato a 10 u. El tejido se bloqueé con 

albimina de suero de bovino y suero de chivo. Al tejido se le adiciono 

anticuerpo inmunopurificado anti-péptido Il. Note que sdlo se tifid el 

endocardio a nivel intracelular (note el uso mitdético en la amplificacion 

en el recuadro). B). Corte transversal semifino de 1 u a nivel del canal 

atrioventricular, equivalente al corte superior (A). M=miocardio, 

E=endocardio, I=cojin inferior del canal atrioventricular, S=cojin superior 

del canal atrioventricular. Note que en el recuadro en A, existe una célula 

con huso mitético y en B, que el cojin inferior posee mas células



  
Figura 26. Inmunolocalizacion de ES/130 en el coraz6n del embridn del pollo 

del estadio 17HH. El corazon se fijé en Carnoy’s y se corté en un criostato a 

10 u. El tejido se bloqued con albtimina de suero de bovino y suero de chivo. 

Al tejido en A, se le adicioné anticuerpo inmunoputificado, anti-péptido Il y en 

B se incubé con anti-péptido || mas péptido Il. Note que el endocardio del 

canal atrioventricular es el Unico tejido positivo al anticuerpo anti-péptido Il, el 

panel inferior muestra que el péptido II bloquea esta tincion. El anticuerpo, 

antipéptido I no fue bloqueado por otro péptido.



  
Figura 26. Corte transversal de un corazon de polio del estadio 17HH. El 

corazon se fijo en formaldehido, se incluyo en epon, se corté a 1 py se tid 

con azul de toluidina. El corte es equivalente al realizado en el criostato de la 

figura 26A. M=miocardio, E=endocardio, V=ventriculo, Azatrio. l=cojin inferior, 

S= cojin superior del canal AV 
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Figura 27. Inmunolocalizacion de ES/130 en el miocardio y endocardio. 10 yg de 

proteina total proveniente de miocardio (carriles 2-4) o de endocardio (carriles 5 

y 6) fue separada en un gel de poliacrilamida al 7.5 % y se electrotransfirio a 

inmobilén-p. La membrana se bloqued con leche y se incub6é con anti-péptido II 

(2 ug/ml), con anti IgG de conejo-fosfatasa alcalina y se revelé con 5-bromo-4- 

cloro-3-indolil-fosfato/nitro azul de tetrasolio (BCIP/NBT). Carri! 1 marcadores de 

alto peso molecular (4 yg), teflidos con azul de coomassie. Carril 2, proteina del 

miocardio del canal AV del estadio 17 HH. Carril 3, proteina del miocardio 

ventricular del corazon, estadio 17 HH. Carril 4, proteina del miocardio del 

estadio 14 HH. Carril 5, proteina del endocardio del estadio 17 HH y carril 8, 

endocardio del estadio 14 HH.



Figura 28. Distribucién de ios antigenos ES1(A) y QJ2(B). Los embriones del 

estadio 17 HH se fijaron con formaldehido en PBS y se realizaron cortes por 

congelacién a 10 p. Note que la reactividad sdlo esta localizada en la matriz 

extracelular. 
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Figura 29. Localizacion de ES/130 por Hibridacion “in 

situ” en embriones estadio 14 HH. El embrién de la 

parte superior fue incubado con la sonda antisentido y 

el de la inferior, con la sonda con sentido. Ambas 

sondas se marcaron con digitonina, la cual se 

reconocié por un anticuerpo anti-digitonina conjugado 

con fosfatasa-alcalina, que fue revelada con NBT/ 

BCIP. Note que la sonda antisentido sdlo hibrido con 

el tejido cardiaco, miocardio y endocardio del corazon 

(en colaboracion con D. Turner).



  

Figura 30.-Localizacién de ES/130 por hibridacion 

“in situ” en embriones del estadio 18 HH. Note que 

la sonda antisentido ES/130, hibridéd solo en las 

regiones del canal A-V, donde se realiza la 

transformacion del endocardio en mesénquima (en 

colaboracién con D. Turner). 
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Fig. 31. Regién prospectiva del cojin inferior. En el embri6n 

del estadio 12HH, se puso una marca de gelatina tinta china 

en el surco derecho (flecha) y se siguid hasta el estadio 

48HH. El desarrollo del embrién se filmé en el estadio 12, 

14, 16 y 18HH. Cada recuadro es una imagen digitalizada. 
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Figura 32. Adsorsién de las IgGs a DEAE-Agarosa 6 Agarosa, a 

dos pHs diferentes. Gel de poliacrilamida al 12%, tefhido con 

plata-coomassie. Carril 1, IgG parcialmente hidrolizada (8 yg). 

Carriles 2-5, proteina no unida a las columnas. Carriles 6-9, 

proteinas no unida a la columna, lavada con 800 ul de PBS. 

Carriles 10-13, proteina unida y eluida de las columnas, con 100 

ul de amortiguador de muestra. Carriles 2, 6 y 10, columna de 

DEAE-agarosa a pH de 7.5. Carriles 3, 7 y 11, columna de 

Agarosa a pH 8. Carriles 4, 8 y 12, columna de DEAE a pH 10. 

Carriles 5, 9 y 13, columna de Agarosa a pH 10. Carril 14 

marcadores de alto peso molecular.
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Figura 33. Efecto del microimpiante de DEAE-agarosa (microesferas de 15 u de 

diametro) con BSA (A) y OJ2 (B), en la distribucién de las céluias 

mesenquimatosas. En el estadio 14HH, se microimplantaron, en la regi6n del cojin 

inferior, 2 esferas con BSA (A) 0 con OJ2 (B) y el embridn se sacrificd en e| estadio 

48HH. El nucleo celular se tiféd con ioduro de propidio y se observé en el 

microscopio confocal. Note que alrededor de las esferas con OJ2 (B), 

aparentemente existen menos células que en ias que interaccionaron con BSA 

(A). Las flechas sefialan el sitio donde se localizaron las microesferas de agarosa.
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Figura 34. Localizaci6n de las microesferas de DEAE-agarosa (15 de diametro) 

con BSA. En el estadio 14HH, se microimplanté una microesfera de DEAE- 

agarosa con BSA en el area del cojin inferior y el embrién se sacrificd en el 

estadio 18HH. El nucleo celular se tifé con ioduro de propidio y se observo en el 

microscopio confocal. Note que los sitios donde se encontraron las microesferas, 

no son areas equivalentes entre los dos cojines (compare Acontra B). Las flechas 

sefialan el sitio del cojin inferior donde se localizé la microesfera de agarosa.
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VII. DISCUSION. 

Existe una diferencia notable entre el cojin inferior y superior del canal 

atrioventricular, respecto a la distribucién temporal y espacial de sus células 

mesenquimatosas, como lo demuestran nuestros resultados: 1) la transformaci6n 

epitelio-mesénquima comienza 10 hr antes en el cojin inferior respecto al 

superior, 2) entre los estadios 46-17HH el 90% de las células mesenquimatosas, 

se encuentran localizadas en el cojin inferior, porcentaje que disminuye al 66% en 

el estadio 20HH. Wienecke et al. (1995), abservaron que ésta diferencia persiste 

entre los estadios 20-24HH, 3), ademas existe una distribucién del mesénquima, 

diferente entre el cojin inferior y el superior de! canal atrioventricular, en el cojin 

inferior las células mesenquimatosas se distribuyen en forma bimodal, porque 

constituyen dos conglomerades mesenquimatosos, uno en la regién contigua al 

atrio y el otro en la adyacente a la regi6n apical trabeculada ventricular, mientras 

que e! superior presenta un gradiente ventriculo-atrial porque la mayor cantidad 

de células mesenquimatosas estan confinadas a la regién del cojin contigua a la 

region apical trabeculada ventricular. 

La aparicion de células mesenquimales en el cojin inferior del canal 

atrioventricular (16HH) antes que en el superior (17-18HH) y el hecho que su 

poblacién sea mas numerosa en el primero, probablemente se debe a que el 

primordia de! cojin inferior del canal atrioventricular aparece en el estadio 12HH, 

en el surco atrioventricular derecho como se demostré mediante el marcaje “in 

vivo’ de éste surco (de la Cruz et al., 1987), mientras que en éste estadio no 

existe ningun signo morfolégico que indique la presencia del surco atrioventicular 

izquierdo, el cual se observa por primera vez en el estadio 16HH, en la unién 

entre la curvatura menor y los atrios y también ahi se observa por primera vez, el 

cojin superior del canal atrioventricular. (fig. 35a). Ademas, Rosenquist y DeHaan
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(1966) y Thompson (comunicacién personal, 1996) sefalan que el cojin inferior 

del canal atrioventricular, recibe una contribucién importante del area 

cardiogénica derecha del embrién del pollo del estadio 7HH. También la mayor 

poblacién celular en el cojin inferior del canal AV, puede ser debida a una mayor 

secrecion del inductor por el micardio de ésta region (fig. 35B), con un retardo de 

10 hrs respecto al cojin superior del canal atrioventricular. Entre fos posibles 

inductores de !a transformacién epitelio-mesénquima se encuentran el antigeno 

ES/130 (Krug et al., 1985a,b, Rezaee et al., 1993), la proteina BMP-4 (bone 

morphogenetic protein-4), el factor de transformacién del crecimiento tipo-B2 

(Jones et al., 1991; Dickson et al., 1993, Akhurst et al., 1990; Potts et al., 1991; 

Nakajima et al., 1994), el receptor tipo H para el factor de transformacién del 

crecimiento tipo-B (Brown et al., 1996) y el antigeno JB3 (Wunsch et al., 1994). 

También conocemos que los componentes de la matriz extracelular participan en 

la migracién celular (Hashimato el al., 1987, Linash y Lash, 1986, Heasman el! al., 

1981, Nakatsuj et al., 1984), por consiguiente podemos suponer que los patrones 

asimétricos del mesénquima de los cojines, pueden ser debidos a la diferente 

constitucién de la matriz extracelular, tanto en su aspecto cuantitativo como 

cualitativo, el retardo en la aparici6n de mesénquima en el cojin superior con 

respecto al inferior puede estar relacionado con un retardo en la sintesis de los 

componentes de matriz extracelular, por ejemplo Hiltgen et al. (1996) informo que 

el retardo en la sintesis de fribronectina tiene cierta relacidn con un retardo en la 

formacion de mesénquima en el embrién de ratén tris6mico. Estudios recientes 

establecen que existe una relacién entre el miocardio y el endocardio, no sdlo 

respecto a la formacién de mesénquima, sino también al desarroilo de trabeculas 

musculares cardiacas (regién apical trabeculada ventricular), como se ha 

encontrado en el embrién “knock out” del ratén, en que la ausencia de neuregulin, 

producida por el endocardio o su receptor miocardico (erbB4), dan origen a una 

inhibicion en el desarrollo de trabeculas en la regién apical trabeculada 

ventricular (Meyer y Birchmeier, 1995; Gassmann et al., 1995). Otra posible
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explicacién en relacién a los patrones mesenquimales asimétricos, es que el 

endocardio sea heterogéneo respecto a su capacidad de transformarse en 

mesénquima (fig. 35C), y que éstas células se concentren principalmente en las 

4reas donde se observa mayor cantidad de mesénquima, posibilidad basada en 

los experimentos de Runyan y Markwald (1983), que encuentran que el endotelio 

de la regién apical trabeculada ventricular no es apto para transformarse en 

mesénquima, a pesar de que se le agreguen los factores que inducen la 

transformacién endotelio-mesénquima en el endotelio de la region de los tractos 

de entrada. 

El grupo de de la Cruz, ha demostrado que el cojin inferior contribuye en el 

desarrollo del tractro de entrada de ambos ventriculos, es decir da origen al 

septum atrioventricular, a la regién adyacente del septum interatrial e inventricular 

y participa en la formacion de la vaiva septal de la tricuspide y en la porcién de la 

valva anterior de la mitral que se inserta en el tabique, mientras que el superior 

contripuye en el desarrollo del tracto de salida del ventriculo izquierdo, por 

intervenir en el desarrollo de sus dos paredes, es decir la septal y la constituida 

por la valva anterior de la mitral denominada, continuidad mitro-aortica. Queda 

por investigar si los destinos prospectivos diferentes para cada cojin estan 

relacionados con las diferencias en las poblaciones celulares de los cojines 

inferior y superior del canal atrioventricular. 

Los embriones en los que se colocé un pelo dentro del tubo neural en el 

estadio 10HH, nos dieron !a siguiente informacion. El numero total de células en 

los cojines inferior y superior dei canal atrioventricular en el estadio 16HH fue 

mayor comparado con el testigo, mientras que en el estadio 20HH la cantidad 

total de células en cada uno de ésios cojines fue muy similar en ambos grupos o 

ligeramente mayor en los embriones experimentales. Estos resultados
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posiblemente se deben, a que la transformacion epitelio-mesénquima ocurre 

antes en el embrién experimental respecto al testigo o bien, a que los indices de 

multiplicacién celular (crecimiento diferencial) sean mayores en el embrién 

experimental o ambas posibilidades; el efecto seguramente desaparece en el 

estadio 20HH. Observamos que en los embriones experimentales, estadios 16H y 

20HH, Ios cojines inferior y superior del canal A-V, son hiperplasicos, resultados 

que complementan a los obtenidos por Manner et al (1993, 1995), que describen 

que ambos cojines son hipoplasticos en el estadio 24HH. Posiblemente la 

diferencia entre los resultados de Maner y los nuestros, es debida a que el usd 

embriones de edades mas tardias. Ademas, nuestros resultados indican que en el 

estadio 20HH la transfomacién epitelio-mesénquima es menor en el embrién 

experimental, inhibicién que puede ser aun mayor en estadios posteriores, dando 

origen a un cojin hipoplastico. El efecto del incremento, en el numero de células 

mesenquimatosas, posiblemente es debida a una mayor sintesis de inductores de 

la transformaci6n epitelio-mesénquima, lo cual por alguna razon desconocida no 

ocurre en el estadio 20HH. 

Los anticuerpos (excepto el anti-lil) que fueron producidos contra 

polipéptidos sintéticos, basados en la secuencia del DNA complementario (cDNA) 

de ES/130, son especificos como lo demuestra la competencia con sus 

polipéptidos; en Western Blot reconocen a una proteina de 130 KDa y a la 

proteina recombinante ES1.A; no precipitan a los adherones en extractos de 

matriz extracelular y no bloquean la transformacién epitelio mesénquima en 

cultivo, Estos anticuerpos en el tejido embrionario, reconocen componentes 

intracelulares solamente, cuando el tejido fue desnaturalizado con Carnoy, por lo 

que suponemos que el epitope es intramolecular. El anticuerpo anti-pep-ll 

reconoce al endocardio de la region del canal atrioventricular, en el estadio 18HH 

y en Western blot a una banda 130 KDa, tefida mas intensamente en el 

endocardio de! estadio 14HH. En todos los estadios analizados, el miocardio
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presenté menor tincion de ES/130. E! miocardio de los embriones del estadio 

14HH, presenté menos ES/130 que el miocardio del estadio 17HH, localizada 

principalmente en Ia regién del canal A-V. Ademas, al estudiar el area prospectiva 

del cojin inferior mediante la hibridacion “in situ’ de ES/130, no pudimos observar 

una distribucién, de ES/130, restringida al area prospectiva de cojin en ninguna 

de las etapas estudiadas (12-16HH), ni tampoco observamos un gradiente de 

distribucion de £ES/130, que corresponda con la distribuci6n de células 

mesenquimatosas. Estos resultados no apoyan la idea que ES/130 tenga un papel 

inductor, pero no niega la posibilidad de que ésta molécula participe en la 

transformacién epitelio-mesénquima. 

Resultados no publicados de experimentos recientes indican que ES/130 

es 79% homologa a la proteina RRp (ribosome receptor protein), pero carece de 

la region de unién a los ribosomas; ademas, otra proteina con la que comparte 

homologia es la Kinectin, la cual es un receptor para las proteinas motores tipo 

kinesin. Con base en estos hechos, Krug (comunicacion personal) considera que 

ES/130 puede participar en asociacién con los microtUbulos y con el reticulo 

endoplasmico rugoso, en el trafico de productos de secrecion (Yu et al., 1995 y 

Toyoshima et al., 1992). Este dato explicaria nuestro dato preliminar de que se 

tihé el uso mitético (fig. 25). 

Debido a que conociamos que los anticuerpos ES1 y OJ2 tifien la matriz 

extracelular, que precipitan preparaciones enriquecidas de adherones y que 

bloquean la transformacion epitelio-mesénquima ‘in vitro’, los utilizamos en los 

experimentos del implante de microacarreadores. La introduccion de hasta 3 

microesferas con OJ2 o ES1, en el cojin inferior, no afecté e| desarrollo del 

corazon, ni tampoco ta invasién de células mesenquimatosas. Las posibles 

explicaciones de estos resultados son: i) una dosis baja, ii) un efecto breve,
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debido a la hidrdlisis por las proteasas existentes en la matriz extracelular, iii) a la 

no saturacién del ligando, iv) la heterogeneidad de la distribucion celular en el 

cojin inferior, v) la heterogeneidad del lugar de implante, que resulte en una 

amplia distribucién de las esferas, en el cojin inferior del estadio 18HH, con lo 

cual se tendria una variedad de efectos posibles, vi) un titulo insuficiente para 

inhibir la transformacién epitelio-mesénquima vii) mecanismos de regulacion en el 

embrién, que contrarresten el efecto del anticuerpo. 

La transformacion epitelio mesénquima acontece entre los estadios 16- 

47HH en el cojin inferior del canal atrioventricular y entre el 17-18HH en el 

superior. Estos hechos indican la necesidad de conocer con precision, la regién 

prospectiva de los cojines inferior y superior, desde etapas muy tempranas de su 

desarrollo (estadio 12HH) hasta los estadios en que estan poblados por las 

células mesenquimatosas (estadio 18HH). Esta informacion permitira disefar y 

elegir los experimentos de inhibicién de la sintesis de proteinas, involucradas en 

la induccién de la transformacién epitelio-meséngquima, en el embrion del pollo. 

Obviamente, se desconoce el lugar y estadio del desarrollo en el que se inicia la 

sintesis de los antigenos ES, lo que hace aun mas importante investigar los 

cambios morfoldgicos, histolégicos y de posicién de la region prospectiva del cojin 

inferior y estudiar si estos cambios se correlacionan con la distribuci6én de los 

antigenos ES. Por otra parte, es necesario producir otros anticuerpos 

policlonales o monoclonales monoespecificos que cumplan con las siguientes 

caracteristicas: a) que tifian matriz extracelular, b) que sean capaces de 

imnunoprecipitar a los adherones, c) que inhiban “in vitro’ la transformaci6n 

epitelio-mesénquima, d) que se expresen restrictivamente en el area de los 

cojines del canal A-V, donde se realiza la transformacion epitelio-mesénquima é) 

que se expresen transitoriamente y e) que sean altamente especificos.
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Vil. CONCLUSIONES. 

|. Modelo de corazén normal. Existe una diferencia notable entre el cojin 

inferior y superior del canal atrioventricular, respecto a la distribucién temporal y 

espacial de sus células mesenquimatosas. 1) La transformacién epitelio- 

mesénquima comienza 10 hr antes en el cojin inferior respecto al superior. 2) 

Entre los estadios 16-17HH el 90% de células mesenquimatosas se encuentran 

localizadas en el cojin inferior, porcentaje que disminuye al 66% en el estadio 

20HH. 3) En el cojin inferior, las células mesenquimatosas se distribuyen en forma 

bimodal, es decir, en la regién contigua al atrio y en la adyacente a la region 

apical trabeculada ventricular, mientras que el superior presenta un gradiente 

ventriculo-atrial i. e. la mayor cantidad de células mesenquimatosas estan 

confinadas a la region del cojin contigua a la region apical trabeculada ventricular. 

iI, Modelo del cojin hipopldstico. El numero total de células en el cojin 

inferior y en el superior de! canal atrioventricular, en el estadio 16HH, fue mayor 

en el embrién experimental respecto al testigo, mientras que en el estadio 20HH, 

la cantidad total de células en cada uno de estos cojines fue muy similar o 

ligeramente mayor con respecto a los embriones testigo. 

Ill. Los anticuerpos producidos contra polipéptidos sintéticos (excepto el 

Il), basados en la secuencia del DNA complementario (cDNA) de ES/130, son 

especificos y reconocen a una proteina de 130 KDa y a la proteina recombinante 

ES1.A, no precipitan a los adherones, en extractos de matriz extracelular y no 

bloquean la transformacion epitelio mesénquima en cultivo. Los anticuerpos 

reconocen componentes intracelulares del tejido embrionario. Debido a las 

condiciones desnaturalizantes consideramos que el epitope que se reconoce es 

intramolecular. Ef endocardio del corazon del embrién del estadio 18HH, presento
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mas tincion que el del estadio 14HH. En todos los estadios estudiados, el 

miocardio presento menor tincién a ES/130 que el endocardio. El miocardio de 

embriones del estadio 14HH, presenté menos ES/130 que el miocardio del 

estadio 17HH, localizada principalmente en la regién del canal A-V. ES/130 no 

presenté una distribucién restringida al area prospectiva de cojin, en ninguna de 

las etapas estudiadas (12-16HH), ni tampoco observamos un gradiente de 

distribucion de ES/130, en la misma forma de Ja distribucidn de células 

mesenquimatosas. 

VI. No obtuvimos inhibicién de {a transformacién epitelio-mesénquima “in 

vitro” con los anticuerpos de este trabajo ni con OJ2 0 ES1 “in vivo’, estos 

Ultimos si bloquean la transformacion mesenquimatosa “in vitro’.
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Fig. 35. Hipdtesis que explican las diferencias entre el cojin inferior y superior 

del canal atrioventricular. A. diferencias causadas por diferenciaci6n mas 

temprana del cojin inferior. B. Secrecién asimétrica del inductor, receptor o 

diferencias en la composicién de ta matriz extracelular. C. diferencias en el 

endocardio, debido a un origen no comtin entre los dos tipos. D. esquematiza 

los resultados obtenidos en este trabajo
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