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1. RESUMEN

Existen diversas propuestas scbre el origen y desarrollo del aparatoe valvular
atrioventricular (AV), de las cuales las mas aceptadas son dos. 1.2 primera sefiala
que los cojines endocardicos atrioventriculares superior e inferior contribuyen en
ia formacién de las valvas y la segunda propone gue las valvas AV y su aparato
tensor se ariginan del miocardio de la pared libre ventricular. Por técnicas de
marcaje "in vivo" con gelatina-tinta china, en corazdon de embrién de polio, se
demostré que los cojines endocardicos inferior v superior, contribuyen en ia
formacion de las valvas septales de ambas valvuias AV (de Ia Cruz et al., 1983 v
Garcia-Pelaez et al., 1984) y por técnicas de inmunohistoguimica se observd que
la pared libre ventricular también contribuye en el desarrollc de estas estricturas
(Lamers et al., 1995). Sin embargo, se sabe poco sobre la contribucion de los
cojines laterales y el origen del aparato tensor de las valvas AV. En el presente
estudio suponemos que las valvas murales AV y su aparato tensor poseen un
origen embrionario mixto, los cojines lateraies AV dan origen & las valvas murales
y la pared libre ventricular contribuye en la formacion de las cuerdas tendinosas vy
musculos papilares. Con el objeto de estudiar ia coniribucién de la pared libre del
ventriculo izguierdo en el desarroflo de ia valva, cuerdas tendinosas y musculo
papilar de la valva posterior ¢ mural de la mitral, en el corazdn de embridn de
polio, se realizaron observaciongs en microscopia electronica de transmision
(MET). El area estudiada fue la capa subendocérdica de la pared libre ventricular,
adyacente al cojin lateral izquierdo. Este estudic se llevd & cabe en diferentes
estadios del desarrolic embrionario, desde que inicia el desarrollo el coiin lateral
izquierdn, hasta ei corazén maduro.

Observamos que la formacion de la valva mural de la valvula mitral y su
aparato tensor comienza con el desarrollo del coiin lateral izquierde vy con el
proceso de delaminacion de la pared libre veniricular, este Ultimo procesc da
origen a la formacidon de una capa subendocdrdica y a ofra subepicardica. El

procesc de delaminacion se inicia en el estadio 21 (Hamburger and Hamilion,



1951) (HM). En este estudic se observé que la delaminacion de ambas capas es
el resultado de ung invasién de células endoieliales procedentes de la iuz del
corazdn, durante esta invasion se abren gran cantidad de espacios que coalescen
entre si y separan las dos capas. La capa subendocardica siempre particips en la
formacion del velo mural y su aparaic tensor. Al final del desarrolle la capa
subendocardica presentd en su porcién cefalica, una gruesa capa de fibroblastos
embebidos en grandes haces de fibras de colagena. En la regién media,
correspondiente a la cuerda tendinosa, &l tejido conectivo se encontrd entretejido
con un esirato de células musculares, aunado a esto se cbservaron células de
transicion con caracteristicas de fibroblastos y con miofibrillas. En la porcidn

caudal del aparaio tensor se ocalizéd el musculo papilar formado por un gran

i A L

ampadguetamiento de células de miocardio procadentes de la region apical
trabeculada de! ventriculo izquierdo. Por lo {anto, el cojin endocardico lateral
izquierde participa en la formacién de la porcion atrial de la valva mural de la
valvula mitral, mientras que la capa subendeocérdica de ia pared libre del
ventriculo izauierdo contribuye en el desarroilc de sus cuerdas tendinosas y su
musculo papiiar. Este dltimc evento atraviesa por diferenies procesos de
citediferenciacion entre los gue se pueden considerar la transdiferenciacion y la

apoptosis.



2. INTRODUCCION

£l corazén de aves y mamiferos esta constituide por cuatro camaras, dos
auriculas y dos ventricuios, cada ventricuio esta conformado por tres segmentos,
su camara de entrada, su porcion apical trabeculada v su tracto de salida {(Goord
and Lilliehei, 1975).

Las camaras de entrada ventriculares se caracterizan por la presencia del
aparato valvular atrioventricular {AV). Los limites afriales de las camaras de '
entrada ventriculares son, el aniillo de la valvula atrioventricular derecha en el
ventriculo derecho y el anillo de la véalvula atrioventricular izquierda en el
ventriculo izquierdo. Ei limite caudal de ambas cédmaras de entrada ventriculares
en la regidon apical trabeculada de los ventriculos es la base de los misculos
papilares. Un limite més precisc en el ventriculo izquierdo se ubica entre s
porcidn lisa ventricular (camara de entrada ventricular) y la regién trabeculada (de
la Cruz and Markwald, 19¢8).

En el humano la vélvula AY derecha se denomina tricUspide por presentar
tres vaivas {ia anterior o mayor, ia septal o medial v la posterior, menor ¢ mural),
mieniras que la valvula AV izquierda se denomina mitral, esta ultima consta de
dos valvas (la anteroseptal ¢ aértica y la posterolateral o mural). En el polic existe
una valva AV derecha gue no es una tricuspide caracteristica porque varia la
morfologia y la constitucion histoiégica de sus valvas (Cayré ot al,1993) v
tambien existe una valva AV izquierda muy parecida a la mitral del hombre
(Ranganathan et al., 1870).

La funcion de las valvuias en el sistema circulatorio de los vertebrados es
evitar ei reflujo de la sangre, asegurando a conduccion del liquido sanguinec en
una direccion. En el corazdn de aves y mamiferos existen dos véivuias AV que
permiten el paso de la sangre de las auriculas a los ventricules. Ambas véalvulas
se abren de manera alterna durante el proceso conocido como diastole (Netter,
1993), de esta manera, los ventriculos correspondientes se llenan de sangre en
cada contraccion. Durante la sistele los ventriculocs se contraen v las valvulas AV

se cierran soporiando tcaa ia presidn que se geners deniro del ventrisulc, en este



momentc se abren otro tipc de valvulas las sigmoideas o semilunares de las
grandes arterias (Aorta y Pulmonar) (Candeli et ai, 1985). Las sigmoideas
adrticas permiten que la sangre impuisada desde el ventriculo izquierdo pase a
todo el organismo mientras que la vélvula de la arteria pulmonar permite el paso
de la sangre del veniriculo dereche a los pulmones para ser oxigenada. A su vez,
la sangre que pierde oxigeno a fravés de su paso por el cuerpo es conducida a la
auricula derecha, mientras que la recién oxigenada se conduce de los puimones a
la auricula izquierda. Al disminuir [a presion en los ventriculos, las valvulas de las
grandes arterias se cierran y las vélvulas AV se vuelven a abrir cediendo el paso
de ia sangre de ias auricuias a los ventriculos, completando asi un ciclo de
recorrido (Candeli et al., 1985). Como el corazén estd compuesto de dos circuitos
sanguineos aisiados con su correspondiente alrio, aparato vaivular AV y
C

ventricuio, se dice que el corazdn funciona como si fuera una doble bomba.

2.1 Anatomia e histologia de las valvuias atrioventriculares

Las valvutas AY estan constituidas por cuatro componentes: a) Ei anilio
fioroso, b) las valvas o velos valvulares, ¢) las cuerdas tendinosas v d) los
musculos papilares, estos dos ultimos componentes constituyen el aparato tensor
del aparatc valvular AV (Netter., 1983).
a) Anillo fibroso valvular, existe unc en cada véivula (frichspide v mitral) v se
localizan en la unidn ¢ canal atrioventricular. Cada anillo fibroso corresponde en
la superficie exterior a los surcos AV. La funcién que tienen los anillos fibroses es
el soporte del aparate valvular AV, estos anillos estan formados por diversas
capas de tejido de fibras de colagena.
b) En general, las valvas estan constituidas por un centro de haces de fibras de
colagena cubiertas por endocardio en ambas caras, una gue da hacta el atrio vy
otra hacia las paredes venfriculares. En ias valvas de ambas valvulas AV se
pueden reconocer dos capas: La capa esponjosa hacia su lado atrial formada por
una red laxa de fibras delgadas de colagena sin ninguna crientacion aparente y la

capa fibrosa que se encuentrz hacia ei iado veniricuiar formada por haces de



colégena que se asocian en capas de forma ondulada. La organizacion de estos
haces es diferente en cada valva (lcarde and Colvee, 1995). La valvula AV
derecha (Cayré et al., 1993) en el corazédn de pollo estd constituida por un
conjuntc de microvalvas septales gue hacen la funcion de la valva septal de la
trictispide numana y una gran valva mural que por su musculo papilar puede ser
dividida en dos valvas, una anterolaterai y ofra posteromedial o mural (Cayré et
al., 1993), esta gran valva mural es muscular. En el corazdn de polio la valvila
mitral esté constituida por una valva anteroseptal que se divide en dos partes, una
gue se inserta en el septo interventricular y una porcidn libre que constituye la
continuidad mitroadrtica {Ranganathan et al., 1870} y una valva posterolateral o
mural, sus velos presentan un centre de haces de colagena revestidos de

presente trabajo, de manera similar a como

»n
i

cbserva en el humano.

¢) Las cuerdas tendinosas, unen & las valvas AV con los misculos papilares v se
ciasifican de acuerdo a la posicién en gue se insertan en las valvas AV (Morse et
al., 1984). De primer orden, las que se unen a la linea de cierre de las cuspides.
De segundo orden las que se inserian en la cuspide de las valvas, a pocos
milimetres de la linea de cierre sobre el lado ventricular. De tercer orden las que
se¢ extienden desde los musculos papilares hasta la pared ventricular. Las
cuerdas estan constituidas por haces de colagena cubierios de endotelio. En
secciones histologicas, en la union entre las cuerdas y los musculos papilares, se
observan miocitos intercalados entre las capas de tejido conective. En el humano,
las cuerdas tendinosas de la vélvula tricGspide son de menor grosor gue las de la
mitrai.

d. Los muscuios papilares. En el corazén de poito, el ventriculo derecho tiene dos
grupos de musculos papilares incipientes y el ventriculo izquierdo dos grupos de
musculos papilares muy desarrollados, unc anterior y el ofre posterior (de ia Cruz
et al,, 1972). £n el humang, la vélvula trictspide posee dos mlscuios papilares,
uno medio y ofro anterior, y en ccasiones se observa uno posterior o uno medial.

! mei i slm P ta Y]] I A Y ird
=l uic papilar anterior se une g fravés de sus cuerdass con las clspides
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anterior y mural, mientras que el musculo papilar medio se conecta a partir de sus
cuerdas tendinosas con ias clspides anterior y septal de la tricispide. Los
musculos papilares posterior y medial cuando existen, se unen por medio de sus
cuerdas a las valvas mural y septal. En lo referente a la vaivula mitral del humano,
existe un par de musculos papilares bien desarroliados, unc anterolateral y ofro
posteromedial situados por debaje de lags comisuras del mismo nombre. En lo
concerniente a la histclogia, en el ratén se ha reportade que las células
miocardicas de los musculos papilares de la vélvula tricispide son elongadas y
presentan extremos en forma conica, las fibras de coldgena se unen a la
superficie de esios miociios (icardo and Colvee, 1995). En el pollo los miscules
papilares se describen come paquetes de células musculares provenientes de la

pared libre ventricular,

2.2 Desarrollc embrionario de las valvulas atrioventriculares

El inicic del desarrolio de los aparatos valvulares se considera con la
incorporacion de nuevos segmentos al tubo cardiaco recto, de manera simultanea
con &l proceso de torsidn de este tubo. La primera stapa de ia torsién cardiaca se
denomina “asa en C” por ia forma que asume el tubo cardiaco, en el smbrién de
pollo, corresponde a los estadios de desarrollo 11-12 (Hambufger and Hamilton,
1854) (HH). El corazdén en asa en forma de “C” consta de dos ramas, en la rama
cefalica estén presentes el cona y el primordio de la regién apical trabeculada del
ventriculo derecho y en la rama caudal se encuentran en su posicidn mas cefalica
el primerdio de la porcidn apical trabeculada del ventriculo izquierdo, seguida por
el primordio de las cémaras de entrada ventriculares de reciente incorporacién y
los atrios primitives. En lo que respecta al primordic de Ias ¢camaras de entrada
ventriculares su limite caudal esté demarcado por el surco atrioventricular
derecho y cefélicamente limita con el primordic de la region apical trabeculada del
ventriculo derecho aunque morfolégicamente no existe un punto que demarque
este limite cefalico {de La Cruz et al., 1989). De la Cruz et al. {1987, 1989),

demostraron por experimentos de marcaje “in vive” que el aparato valvular AV se



desarrolla a partir del segmento denominado primordio de las camaras de entrada
ventriculares, este segmento esta constituido por miocardio y endocardio y entre
ambos tejidos se encuentra matriz extracelular. Posteriormente, con el proceso de
“Torsidn del tubo cardiaco”, en ei estadio 16 HH, el primordio de las camaras de
enfrada ocupa una posicidén dorsc-ventral, cefélica al primordio de la porcién
apical trabeculada del ventriculo izquierdo y caudai a ambos atrios, derecho e
izquierdo (Vitllavicencio, L. 1997).

Una vez que el primordic de las camaras de entrada ventriculares ocupa
su posicidn espacial definitiva, de acuerdo a la posicién que ocupa en el corazdn
maduro, comienza el proceso de “Seplacion cardiaca” {esiadic 17 HH), en este
meomento el primordio de las camaras de enfrada comienza a dividirse con el
de un par de esiructuras abultadas que se desarrolian hacia Iz luz del
tubo cardiacoe, los cojines endocéardicos superior & ventral y el inferior 6 dorsal (de
la Cruz and Markwald, 1998), estos cojines estan constituidos por miocardio,
endocardio v abundante matriz extraceiular que gradualmente es invadida por
células de mesénguima de origen endocérdics (Markwald et al., 1977; Krug et al.,
1987). lLos cojines endocéardicos superior e inferior se localizan en el canal AV y
se extienden muy pocc en una pequefia zona adyacente de la pared atrial vy
ocupan practicamente dos tercios de la cavidad ventricular (estadio 18 HH)
(Moreno-Rodriguez et al., 1997). En estacios mas tardios ios cojines
endocardicos superior e inferior, se fusionan dando origen a dos cémaras de
entrada, una derecha vy oira izquierda {estadic 26 HH) {de ia Cruz and Markwald,
1998). En la primera se desarroliara la valvula tricispide y en ia izquierda ia
mifral. Previo al evento de fusidn de ambos cojines endocardicos se desarrolian
ofro par de cojines, ios denominados cojines endocardicos laterales (o murales)
derecho e izquierde (estadio 24 HH), gue se han estudiado poco. Los cojines
laterales derecho e izquierdo, se observan bien desarrollados en el estadio 26 HH
(de la Cruz et al., 1972 v de la Cruz and Markwald, 1998) mismos que sa iocalizan

en las inmediaciones de los surcos AV derecho e izquierdo respectivamente, a

ambes lades de los cojines endocard



describe los cojines laterales como gruesas capas que se proyectan hacia la
cavidad ventricular, constiiuidos de tejido conective, similar al tejido de los cojines
superior e inferior del canal AV y que posteriormente se diferenciaran en parte del

aparato valvular AY.



3. ANTECEDENTES

Sobre el origen y desarrolio embrionario del aparato valvular AV, existen en
la actualidad cuatrc propuestas gque surgen de los resuliados obtenidos por
diferente abordaje experimental.

La primer propuesia es la de Qosthoek et al. (1997), quienes sefialan gue
tanto las valvas AV como las cuerdas tendinosas derivan de los cojines
endocardicos, este estudic se realizé con técnicas de inmunchistoquimica vy
marcaje “in vivo” con gelatina-tinta china e indica que el tgjido de cojin entre ios
huecos de miocardio da origen a {as cuerdas tendincsas. La segunda propuesta
considera que el miocardio da origen a ias vaivas AV y a su aparato tensor y qgue
la contribucion de 1os cojines endocardicos es practicamente nula. Estos estudios
son basicamenie descriptivos (Van Mierop and Gessner, 1972; Van Mierop &t ai.,
1977; Mandarim, 1991). Mandarim (1981) realizd una evaluacion cuantitativa de
tejido de cojin y miocardio con el que descarta ia participacidn de los cojines en el
desarrollo de los aparatos valvuiares AV. Morse en 1984 sefiala que las cuerdas
tendinosas se originan de teiido muscular de ia pared libre veniricuiar a partir de
un procesc de transdiferenciacién. La tercera propuesta sugiere gue las valvas
AV se derivan del iejido del suicus AV (tejido epicardico) que penetra e invade por
el canal AV para dar origen a las valvas, y que un proceso adicional de
“‘delaminacién” de la pared miocardica da origen al aparaio tensor. Los trabajcs
gue apoyan aesta hipdtesis son de tipo morfolégicos (Wenink and Gittenberger-de
Groot, 1962, 1986a, Wenink et ai., 1886b, Wenink, 1892; Wenink et al., 1994).La
cuarta propuesta y la mas aceptada sugiere que ics cojines endocardicos superior
e inferior asi como los laterales, participan en la formacién de ias vaivas AY, la
mayor parte de estos trabajos se apoyan en estudios morfolégicos v entre sus
principales seguidores se encuentran: Odgers, 1939, Van Mierop et al., 1962,
Patten, 1864; Ugarte et al., 1878, Van Gils, 1979; Chin ef ai., 1992, Lamers et al.,
1995 y Wessels et al., 1996. Chin et al,, en 1992, proponen que el tejido de cojin
participa en la formacion de la mayor parte de ias valvas, mientras gue su base

se deriva dei mOscuio cardiaco por un proceso de “desdiferenciacion”. Lamers et
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al. (1995) y Wessels et al. (1996) mediante el emplec de técnicas de
inmunchistoquimica con anticuerpos especificos para tejido de cojin (endotelio,
mesénguima y miccardio) sugieren que los cojines vy el miocardio adyacente
contribuyen al desarrollo del aparatc valvuiar.

Por experimentos de marcaje “in vive” en embridén de pollo, de la Cruz et
al., en 1983 mostraron que el cojin endocardico inferior del canal AV, participa en
la septacién del corazén y coniribuye en la formacion de ia region basal de la
valva anteroseptal de la valvula mitrai v en la formacion de las microvalvas
septales de! aparato atrioventricular derecho. También por técnicas de marcgje “in
vivo” se demostré que el cojin AV superior participa formandc la continuidad
mitro-adrtica de la vaiva septal de la mitral (Garcia-Pelaez et al., 1984), en este
sentido se desconoce lo que ocurre con las vaivas posterolaterales (murales) y 1a
valva antericr de la tricuspide.

A continuacion se enumeran las propuestas existentes sobre el desarrolic
embrionario de las valvas atrioventriculares y su aparato tensor:

1) Tanto las valvas como las cuerdas tendinosas se originan de ios cojines
endocardicos (Oosthoek et al., 1987},

2) Ei Aparato valvular AV se origina por un proceso de delaminacion de la pared
ventricular (Van Mierop and Gessner, 1972; Van Mierop et al., 1977; Mandarim,
1991). .

3) El desarrollo de las valvas AV se realiza por un pracesc de invasion del tejido
del suicus AV (epicardio), que penetra y se proyecta hacia la luz del corazdn,
mientras que el aparato tensor se origina por delaminacion de ia pared libre
ventricular (Wenink and Gitienperger-de Groot, 1982, 1988a, Wenink et al,,
1986b, Wenink, 1892; Wenink et al., 1994).

4y Las valvas AV se desarrolian a partir de los cojines endocardicos AV mientras
que su aparato tensor se origina del miocardio por un procese de delaminacion.
(Cdgers, 1939; Van Wierop et al., 1962, Patien, 1964; Ugarte et al., 1976, Van
Gils, 1979; Chin et al., 1992; Lamers et al., 1995 v Wesls et al., 1936).
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4. JUSTIFICACION

Ei interés de investigar el origen y desarrolic de los aparatos valvulares AV
radica en gue la mayor parte de las cardiopatias congénitas se presentan en el
canal AY involucrando a las valvulas atrioventriculares. El conocer os procesos
basicos del desarrolioc asi como las interacciones celulares gue se presentan
durante el desarrollo embrionaric normal y anormal de los aparatos valvulares
AV, nos permitira conocer el origen de las malformaciones cardiacas, referidas
como “cardiopatias congénitas del canal AV,

Pese a la gran cantidad de estudios realizados hasta el momento, tanto de
embriclogia descriptiva con  estudios pestmortem como de  embriologia
experimental y tatuaje “in vivg” con gelatina-tinta china, no ha side posible

. - R v~
I

demosirar cuatl es & p valvas AV y de su apa

vy

C&80 ato
tensor. Asi se desconocen los procesos celulares v moleculares involucrados en
ia delaminacion de la pared ventricular, su participacién en la formacion de ios
velos, cuerdas y musculos papilares y ¢cdmo contribuyen los diferentes tipos
ceiuiares de la pared libre ventricular en el desarroilo de las valvas y sus aparatos

fensores.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los datos presentados por Patten {1964) v en nuestras chservaciones
iniciales (Fig. 1), encontramos en la pared libre ventricular, caudal ai cojin lateral
izguierdo, la presencia de multiples espacios (Fig. 1A,B). Conforme avanza el
desarrolic embrionario, en la region donde se localizaran las valvas AV, los
aspacios en la pared libre ventricular se hacen mas grandes y finalmente
parecen dividirla en dos capas, una subepicardica y ofra subendocardica (Fig.
1C), esta ultima posiblemente esté implicada en el desarrollo de la valva mural de
la mitral y de su aparato tensor (Fig. 1D). De este hecho desconocemos: &) La
contribucion de la pared libre ventricular en el desarroilo del aparato valviiar AV,
b) si la capa subendocardica de la pared libre ventricular participa en el
oilo de parte a8 la valva mu
y su musculo papiiar, ) si estos espacios son espacios intercelulares o espacios
delimitados por epitelio, en este Gltimo caso si este epitelio se origina “in sity” o
proviene de otro lugar, d) si estos espacios coalescen dando por resultadoe ia
separacion de ia pared libre del ventricuio izquierdo en dos capas, &) los
procesos de desarrolio que estan implicados en su coaiescencia, f) los procesos
celulares implicados en la diferenciacién de las valvas AY, asi como de su
aparato tensor,

£n el presente trabajo planieamos para el caso de la valva mural de la
mitral y su aparato tensor, un origen mixic (cuarta propuesia preseniada en ios
antecedentes). Proponemos que el cojin lateral coniribuye en la formacion de la
parte atrial del velo mural v la pared libre del ventriculo izquierde por un procesc
de delaminacion participa en la porcidn veniricutar de la valva mural y su aparatc
tensor.

Se eligio trabajar con el corazén de embridn de polic como modelo
experimentai por las ventajas técnicas que ofrece este modelo biclogico; facil
adquisicion, rapido desarrollo, resistente a contaminacion v por permitir disponer
de lotes grandes. De las valvas AV se decidid trabajar con la vaiva mural de la

o oo} sl ol oo ol § o e -~
i TSIaCioNn &8 DroxiniGad oon
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otras estructuras en desarrolic, como sucede con la valva mural del aparato
vaivular dereche, este ultimo se relaciona con el tracto de salida del veniricuic
izquierdo por su cercania con la cresta sinistroventral del cono, con el pliegue

ventriculo infundibular, y con la cresta supraventricular del ventricuio derecho.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetive general
Contribuir al esclarecimientc de Ia participacion de la pared libre del ventricuio
izquierde en el desarrollo embrionaric del aparato valvular mitral, en e corazén

del embridon de polio.

6.2 Objetivos particulares

1.Conocer el estadio del desarrclio embricnario en &t que se originan fos espacios
relacionados con &l proceso de delaminacion de ta pared libre del ventriculo
izquierdo, durante e desarrciio del aparato valvular AV izguierdo.

2. Determinar si los espacios que participan en la delaminacidn son espacios

interceluiares o cavidades con recubrimiento epitaliai.

3. Caracterizar & proceso de delaminacidon de la capa subendocardica de la
pared libre del ventriculo izquierdo durante ef desarrolic de la valva mural de la

valvula mitral, sus cuerdas tendinosas y su madscuio papilar.
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7. MATERIAL Y METODOS

L.os estadios de desarrolio del embridn de pollo se establecieron con base
en la nomenclatura de Hamburguer and Hamiiton (1954) que establece una
relacion entre ia morfologia del embridn y el tiempo de incubacion.

Se adquirieron huevos fértiles de Gallus domesticus de ia raza Plymouth
rock, éstos se incubaron en una incubadora de tipo gabinete, con voiteo
automatico cada hora. La temperatura de incubacion fue de 37-38 °C vy la
humedad se mantuve a saturacion. El tiempo de incubacién vario dependiendo
del estadic a estudiar.

E! nimerc de embriones empleado por estadio estudiado fue de cinco, se
eligieron solo embriones con desarroilo normal. Para cumplir el primer objetivo se

trabajo co 1 21 al 26 HH, =tapas en que da inicio el desarrollo de los
cojines endocardicos laterales. Para cubrir los otros dos objetivos se trabajé con
los estadios 27 (inicio de {a delaminacién) al 42 HH (formacién del velo y su

aparato tensor).

7.1 Obtencidn y procesamiento de tejidos

Todos los corazones de embrion de pollo en los estadios utilizados, se
fijaron por perfusion via seno-venoso con una solucion de Karnosky modificada
(ver apéndice), en amortiguador de cacodilato al 0.16M (pH 7.2). Los corazones
se fijaron antes de extraerlos de la cavidad torécica, postericrments se colocaron
en una caja de petri para ser disecados y obtener el ventriculo izquisrdo, evitando
dafiar el area de desarrollo del velo mural de la valvula mitrai. Para lo anterior, se
realizo un corte transversal del corazoén ligeramente cefalico a los anilios fibrosos
AV 'y se retiraron ias auriculas, posteriormente se realizé un segundo corte sagital
al corazén, pasande por el septo inferventricular para separar ambos ventricuios,
de esta manera se obtuvo sdélo el ventriculo izquierdo gue se continud fijando por
una hora a 8°C. E! material bioldgico se procesd para ser incluido en resina

epdxica (ver apéndice).
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7.2 Microscopia foténica de alta resclucion

Con el fin de conocer ¢l estadio del desarrollo en que gparecen i0s espacios
involucrados en la separacion de las capas de la pared libre ventricular,
adyacente al cojin lateral izquierdo y determinar si estos espacios presentan
endetelio 0 no, un grupo de embiiones de los esiadics 21 al 26 HH se procesd
para ser incluidos en epc’m' (ver apéndice), posteriormente se delimitd el area a
estudiar tallando una piramide sobre el epdn polimerizado v se realizaron cortes
semifinos (1-3 um de grosor). Los cortes se realizaron en un ultramicrotomo
marca RMC con cuchilla de diamante, se tiferon por flotacion con azul de
toluidina, se observaron en un microscopio éptico Olympus y se fotografiaron.

Por otra parte, para estudiar ia participacién de la pared libre del veniricuio
izquierdo en el desarrollc de la valva mural de la valvuia mitral, también se
procedio a incluir el material bioldgice, correspondiente a los estadios del 27 al 42
HH, en 2pdn y obtener cortes semifinos para observarlos en microscopia de luz

de aita resolucion.

7.3 Microscopia Electrdnica de Transmision

Posteriormente se procedio a estudiar con microscopia electronica de
transmision (MET), la ultraestructura de los tipos celulares presentes en la capa
subendocérdica adyacente al coiin iateral izquierdo. Los estadios seleccionados
fueron 21, 24, 26, 28, 30, 32, 34 y 42 HH. Los cortes semifinos sirvieron como
referencia para poder hacer una delimitacion mas precisa del drea de interés,
sobre los biogues de epdn que contenian las muestras. La delimitacién se realizé
taltando una segunda pirérnide sobre la existente. En esta nueva piramide se
realizaron cortes finos entre 60 a 90 nm de grosor aproximadamente, estos cortes
s& procesaron para ser observados en un microscopio eiectrénico de transmision
JEM-1010 (ver apéndice).
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8. RESULTADOS

Se presentan los cortes semifinos y finos de los estadios 21 al 42, divididos en
dos grupos. El primer grupo de cortes corresponde a los estadios 21 al 26 HH
(Fig. 2), del desarrolio del cojin lateral izquierdo y comienzo del proceso de
delaminacion de la pared ventricular izquierda. El segundo grupo incluve los
cortes semifincs de los estadios seleccionados para ser observados en el MET

los que se encuentran entre el estadio 27 al 42 HH.

8.1 Microscopia fotdnica de alta resolucion
-Estadios 21-22 HH (Fig. 2A,B), en la pared libre ventricular adyacente al surco
AV izquierdo, se observé una delgada capa de células de miocardio,

VY IS Ny e - | o~
posioiemente Dllaminar, si

tarse céluias endoteliales en su interior. Se
encontré que en estos estadios se inicia el desarrcito del cojin lateral izquierdo,
ésie se observa como un delgado engrosamiento de matriz extracelular entre la
capa de tejido endocardico hacia la luz del corazdn y ia de miocardio. El cojin
iateral izquierdo se extiende desde la regidn AV hasta ia regién caudal dei
ventriculo izquierdo. En la capa de miocardio adyacente a la regién caudai del
cojin lateral se observa la formacion de una pequefia muesca hacia su capa
endotelial.

-Estadios 23-24 HH (Fig. 2C,D). En estos estadios se observd un mavor grosor de
la pared libre ventricular, con algunos espacios en la regidn caudal contigua al
cojin lateral izquierdo cubiertos por endotelio. E! cojin lateral izquierds se vic
ligeramente méas grande que en los estadios anteriores y ya hay células de
mesenquima embebidas en la matriz exiracelular. En 24 HH ias células de
mesénquima se encuentran en mayor cantidad. En la regién caudal del cojin
lateral izquierde del canal AV, en su unién con la regidn apical trabeculads del
ventriculo izquierdo, se ocbservé una zona de invaginacién (Fig. 2C,D).

- Estadios 25-28 HH (Fig. 2EF). En la pared libre del ventricuio izquierdo,
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cubriende la mayoria de los espacios intercelulares de esia pared (Fig. 2f). Ei
coiin lateral izquierde presentd un mayor volumen y en su malriz exiracelular se
presentd una gran cantidad de células de mesénquima.

Los estadios 27HH al 42HH proporcionaran la siguiente informacidn:
- Estadio 27 HH (Fig. 3A). La pared libre ventricular en la regién limitrote al surco
AV izquierdo se presenta dividida en dos capas, una subepicardica y una
subendocérdica, esta ultima en esirecha relacion de vecindad con ei cojin lateral
izguierdo,
- Estadio 30 HH (Fig. 3B). En la zona del canal AV practicamente se ha perdido la
continuidad de la capa de miocardio entre el atrio izquierdo y el ventriculo
izquierdo v se observa una entremezcla enitre células epiteliales y de
mesénguima. En la zona caudal del cojin lateral izquierde se presenta una zona
de transicién con la presencia de los anteriores tipos celulares y algunas células
de miocardio. El cojin lateral izguierdo se observa concentrado mas hacia ¢! canal
AY, con poca extensidn a la regidn apical irabeculada del ventricuio izquierdo
{Fig. 3B).
- &stadio 32 HH (Fig. 3C). Ei cojin iateral izquierdo se encuenira muy desarroliado
y muy proxime a los cojines endocardicos superior e inferior. En la regidn caudal
de este cojin se observa la separacidn de ia pared veniricular en dos capas,
quedando la capa de miocardio subendocardica colindante con ia porcidn caudal
del cojin lateral izauierdo. Los espacios que separan ambas capas de miocardio
se encuenfran recubierics por endecardic v en su interior se observaron
erttyocitos.
- Estadio 34 HH (Fig. 3D). La capa subepicardica de la pared libre ventricular se
observa muy compacta v estratificada, ésta se encuentra separada de ia capa
subendocardica por espacios recubiertos de endotelio. A su vez, la capa
subendocardica se encuentra adyacente a (a region caudal de éste. En iz regién
caudal del cojin (Fig. 3D), se observa una zona de transicidn entre células de
mesénauima y células musculares gue se eligic para ser observada en e MET,

- Estadio 42 HB (Fig. 3E). La pared libre ventricular colindante con la parle caudai
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del cojin lateral izquierdo, se divide en dos capas una subepicardica y una
subandocardica & consecuencia de la aperiura de un gran espacio. La capa
subendocardica se encuenira participando en ¢l desarrollo de la valva mural y su
aparato tensor, @sta valva esta practicamente formada. La zona seleccionada
para observar en el MET fue la caudal ai velo mural en su unién con la cuerda

tendincsa.

8.2 Microscopia electronica de transmisién

Al realizar las observaciones en MET de los cortes de corazén de pollo en
la zona de pared libre del ventriculo izquierdo, adyacente a la parte caudai del
cojin lateral izquierdo, se obtuvieron los siguienies resultados:
- Estadio 21 HH. En el MET la pared libre del ventriculo izquierdo contigua a la
region en donde se desarroliard el cojin lateral izquierdo, se encuentra constituida
por una pared sxchisivamente de células de miocardio y en la superficie que da
hacia ia luz dei corazén por una capa unilaminar de céiulas de endotelic que se
caractarizan por presentar una forma aplanada v con grandes nicleos (Fig. 4A).
L as células endoteliales se encuentran unidas entre si por desmosomas y emiten
procesos celulares que semejan filopodios (Fig. 4B), las céiulas musculares
subyacentes tienen formas irregulares (Fig. 4A), en su citoplasma se obssrvan
miofibrillas organizadas en largos haces con diversas orientaciones (Fig. 4A,B),
hay gran cantidad de glucégeno, ribosomas libres y abundantes mitocondrias. Las
células de miocardic sstablecen contacto entre si por medic de uniones
desmosodmicas (Fig. 4B). En el interior de la pared de miocardio no sg observa ia
nresencia de células endoteliales. Por ofra parie, al observar en MET la regién de
la hendidura en {a capa de endotelio de la porcién caudal del cejin lateral
izquierdo (Fig. 5A), enconiramos una zona de invasion en que las células
endoteliales se comienzan a invaginar scbre la capa de miocardio (Fig. 5A), estas
células endoteliales de cardcier invasor son conocidas como céluias de punia y
van separandc el telidc de miocardio por la emisidn de muitiples procesos

citonlasmaticos de tipo filopodios (Fig. SAB). La capa de endoielio que se
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invagina va dejando en su parte posterior una fuz delimitada por células
endoteliales (Fig. 5A). Los procesos celulares que emiten las células endoieliales
estén muy préximos a las ceélulas de miocardio con las que practicamente
establecen contacte (Fig. BB). También se observd que las células endoteliaies
de punta presentan mitosis {(Fig. 5A,B), al igual gue las céiulas de miocardio {Fig.
54,C).

- En el estadio 24 HH, la zona de estudio presenta hacia la luz del corazén un
endotelio poco astratificado, con células mesenquimatosas de origen endotelial
desprendiéndose y penetrando en la matriz extraceiuiar. La pared endotelial se
encuentra separada de la pared ce miocardio por una abundante matriz
extracelular (Fig. 6). Por su parte, la regidn de miocardio esta delimitada por una
iamina basal bien definida que se distribuye a lo largo de la capa de miocardio.

- En el estadio 26 HH (Fig. 7), observamos en la zona de estudio una gran
invasion de células endoteligles al miccardic (Fig. 7), en este estadio existen
grandes aspacios que presentan formas tubulares y delimitados por endotetio.
{.as células endoteliales se encuentran en estrecha proximidad a las células de
miccardio a partir de procesos citoplasmaticos tipo filopodio (Fig. 7). Se pueden
ver céiulas de miocardio que se encuentran comc empaquetamientos celulares
rodeados de endotelio.

Por otra parte, para estudiar la contribucion de la capa subendocardica en
el desarrolio de la valva mural de la mitral v su aparaio tensor, se realizaron
cortes semifinos de diferentes estadios entre ef 27 al 42 HH, que posteriormente
fueron vistos en el MET. A continuacion se describen las observaciones
realizadas en los diferentes estadios de desarrolio seleccionados.

- Estadio 27 HH. Se eligid el estadio 27 HH por presentar un esbozo méas claro de
las capas subendotelial y subepicardica de la pared libre ventricular, adyacente ai
cojin lateral izguierdo del canal AV(Fig. 3A). Se encontré que en la zona de
estudio hay abundantes células embebidas en la matriz extracelutar, estas células
son de fres tipos: endoteliales, mesenquimatosas y muscuiares {Fig. 8). Las

células endoteliales cue delimitan ia iuz del corazdn mantienen sus
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caracteristicas fenotipicas comunes y se encueniran estableciendo contacto con
células de mesénquima (Fig. SA). Las céiulas de mesénquima, presentan formas
irregulares y su reticuio endoplédsmico no estd muy organizado (Fig. 8 vy 9AB),
éstas llegan a establecer contacto con células de miocardio (Fig. 8 y 9B) que
invaden la matriz extracelular. Las células de miocardio se locaiizan muy
dispersas pero mantienen puntos de cantacto con otras céluias de miocardio (Fig.
9B).

- Estacio 30 HH. En sl MET se observé la misma zona de transicién en la region
de la pared fibre ventricular adyacenie a la regidn caudal del cojin iateral
izquierdo (Fig. 3B), con un patrén de distribucion celular simitar al que se ha
venido observando en estadios mas jOvenes (ver Fig. 8). Algunas de las céiuias
presentaron caracteristicas de fibroblastos inmaduros con formas irregulares y
largos procesos celulares. En la zonz de formacion de las trabéculas se
observaron empaguetamientos celulares de miccardio rodeados por celulas
endoteliales procedentes de la iuz del corazdn (Fig. 10) v no se encontraron
zonas de transicidn en que se mezclen diferentes tipos celulares.

- Bstadio 32 HH. En la capa subendocérdica de la pared libre ventricutar, sledada
a la region caudai del cojin fateral izquierdo (Fig. 3C), se observaron células de
miocardio, embebidas en la matriz extracelular (Fig. 11), aigunas de estas células
presentan mitosis. En las regiones que muesiran desprendimiento de céiulas de
miocardic se pierde la continuidad de {a lamina basal.

- Estadio 34 HH. Se detectd una zona de transicidn entre el area de la porcion
caudal del cojin laterai izquierdo y la pared subendocardica adyacente (Fig.3D), al
observar esta zona en MET se encontré una mezcla de tres tipes de células
embebidas en la matriz extracelular:

Ei primer tipo celular se trate de fibroblastos con formas iregulares y
grandes nicleos, caracterizados por un reticulo endopldsmico rugoso muy
desarrollado, distribuido de manera regular en tode el citoplasma y con las
paredes de sus cisternas dispuestas en forma paraieia (Fig. 12), los fibrobiastos

smiten proyecciones tipo filepodic gue pueden ilegar a tocar a células de
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miocardio (Fig. 12). El segundo tipo es células de miocardio con uniones
intercelulares comunes. E! tercer tipo de células en esta zona fue e de un
fenotipo intermedic que designamos “células de transicién” (Fig. 134,B).

£n las células de transicion se conjugan las caracteristicas de dos tipos
celularss diferentes; por una parie presentan sn su citopiasma zonas con reticulo
endoplasmico rugoso cuyas cisternas tienen un arreglo regular, caracteristico de
los fibroblastos y por otro lado, también iienen estructuras fibrilares
caracieristicas de las células miocardicas, haces de miofibrillas que presentan
dreas claras y obscuras (Fig. 13A,8). Existen celulas que presentan diferentes
gradas de transicidn, unas presentan un gran reticulo endoplasmice de forma muy
regular y pocas miofibrillas organizadas en compiejos haces (Fig. 13A), mientras
gue ofras presentan gran cantidad de miofibrillas distribuidas irregularmente en el
citoplasma v poco reticule endopldsmico (Fig. 13B). Las células de transicién
observadas se enconiraron libres en la matriz extracelular o estableciendo
contacto entre si por desmosomas o con fibroblastos por contigbidad (Fig. 13A) ai
igual que con células de miocardio {Fig. 13B).
- Estadio 42 HiH Al realizar las observaciones correspondientes en ia zona ds
transicion donde se esté desarrollando la cuerda tendinosa en unidn con la valva
mural {Fig. 3E), se observaron en el MET basicamente dos estratos celulares, el
primero hacia la luz del corazén delimitado por células endoteliales, este esirato
consiste de una gruesa capa de fibroblastos (Fig. 14), embebidos en abundantes
haces de fibras de coldgena que se encueniran arregiades en formas onduiadas
en la matriz extracelular. El segundo estrato se localiza en la parte posterior de la
valva mural y consiste en una gruesa capa de células de miocardic embebidas en
el estrato de fibroblastos (Fig. 15). En el caso del estraio de células de miocardio,
este no prasentd los densos haces de colagena excepto en las zonas de
imbricacién. En la zona de union se delectd la presencia de células de transicion
(Fig. 15,16), con caracteristicas de fibroblasto y con fibrillas semejantes a las
ohservadas en el estadio 34 HH (Fig.13).



Fig.1. Desarrollo embrionaric de ia valva mural de ia mitral en el corazén de
poilo. Cortes frontales tefidos con la técnica tricromica de Masson. A. Vista frontat
dei corazdn en cuatro cadmaras, en el recuadro se sefiala el area de desarrciio del
velo mural y su aparato tensor. B, D y C son diferentes etapas del desarroiic de la
valva mural, su; cuerda y su musculo papilar. A. B) Estadic 28 HMH, C) Estadio 30
HH y D) Estadio 39 HH. Al Auricula izquierda;, AD. Auricula derecha; VD.
Ventriculo derecho, Vi Ventriculo izguierdo; GL. Coiin lateral;, CF. Colines
endocardicos; SAV. Surco AV, PL. Pared libre ventricular, TWV. Tabigue
interventricular primitivo 1. Capa subendocérdica; 2. Capa subepicardica; 3.
Espacios entre la pared libre ventricular, YM. Velo mural; ct. Cuerda tendinosa;
MP. Mudscuio papilar.
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Fig.2. Desarrollo del cojin endocardico lateral izquierdo (CL) y origen de espacios
(*) que participan en la separacién de la pared libre de! ventriculo izquierdo en ia
capa subepicardica (CSEp) y la subendocéardica (CSEn). Microscopia de alta
resolucion de cortes frontales de 1.5um de fa pared libre del ventriculo izquierdo
del corazén de embrién de polic. a) Estadio 21 HH, b) Estadio 22 HH, ¢) Estadio
23 HH, d) Estadio 24 HH, s) Estadic 25 HH, f) Estadio 26 HiH. Al. Auricuia
izquierda; Vi. Ventriculo izquierdo; CE. Cojines endocardicos; SAV. Surco AV, E.

Endocardio; M. Miocardio; Flecha, inicio de invasion.






Fig.3. Desarrolio de la vaiva mural de la vélvula miral v su aparatc tensor.
Microscopia de alta resolucion de cories frontales de 1.5um de ia pared libre del
veniriculo izquierde del corazén de embrién de polle. Ofasewe ta separacidn
gradua! de tas capas subepicardica CSEp v subendocardica CSEn, asi como la
esirecha asociacién de esta Ultima con el cojin lateral izquierdo CL. a. Estadio 27
HH: b. Estadic 30 HH; c. Estadio 32 iH; d. Estadio 34 HH; e. Estadic 42 HH. Al.
Auricula izquierda; Vi. Ventriculo izquierdo; BAV. Surco AV, Vm. Vailva mural; ct.
Cuerda tendinosa; mp. Muscule papilar; * espacios en parad libre del veniricuio

izquierdo que separan la CSEp de la CSEn.






Fig. 4. Tipos celulares presentes en ja pared libre del ventriculo izquierde
adyacente al surco atrioventricuiar en el estadio 21 HH. Se muestra la relacion y
ultraestructura de ias células endoteliales (E) con respeclte a las células de
miocardio {M). Micrografia electrdnica de transmisién. A. Capa de miocardio con
espacios intercelulares sin cubierta epitelial, con micfibrilias {(mf) dispuestas en
diferente orientacion, abundantes depositos de giucdgeno {gu)} vy unicnes
ceiulares tipo desmosoma (d). La capa de endccardio es unilaminar con células
alargadas y grandes nucieos (N), estas células presentan uniones interceluiares
tipe desmosoma. B. Delalle de una céluia de endocardic en estrecha proximidad
con células de miocardio, observe los procesos celulares emitidos por las células

de miocardio (flecha).






Fig. 5. Procese de invasidn de las céiulas endoteliales {E) a la pared libre del
ventriculo izquierdo, durante el inicioc de la delaminacion. Micrografias
electronicas de transmisién del astadic 21 HH. A Se observa la transformacion de
células endoteliales al invadir el miocardio {M). Note que existen multiples
filopodios (flecha delgada) que sugieren puntos de reconocimiento enire e
endocardio y el miocardio. B. Detalle de la célula endotelial de purta (invasora)
en mitosis. C. Una célula de miocardio en mitosis. ¢r. Cromosomas; mf.
Miotibrillas; N. Nicleo; flecha gruesa invaginacién de la capa de ceélulas

endoieliales.






Fig. 8. Transformacion epitelio-mesenquima en la regidén de la pared libre
ventricular, caudal al cojin lateral izquierdo. Micrografia electrénica de transmisidn
de la pared lipre del ventricuio izquierdo, estadio 24 HH. La capa de endocardio
{E} con aigunas células de mesénquima (ME). La capa de miocardio (M) con su

[dmina basal (Ib) bien definida; N. Nucleo; ¢g. Colagena; fi. filopodio.
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Fig. 7. Invasioén de la pared libre del ventriculs izquierdo adyacente al cojin iateral
izquierdo por células endoteliales previo al procesc de delaminacion, estadio 26
HH. Micrografia electrénica de transmision. Se presentan la capa de miocardio
(M} invadida por células endoteliales (E} que van abriendo grandes espacios. N.

Nucleo; Flecha, invasion de endotelio.
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Fig. 8. Region de fransicion en la porcidn caudal del cojin lateral izquierdo del
estadio 27 HH. Micrografia electrénica de fransmision. Observe la diversidad de
tipos celulares y su proximidad A. Endocardio-endocardio, endocardio-
mesénquima, mesénquima-mesényguima, B. Mesénquima-miocardio, miocardic-
miocardio. M. Mincardio, ME., Mesénouima; E. Endocardio; N. Nucleo;, mf.

miofibrilias; d. desmosomas.
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Fig. 8. Amplificaciones de los recuadros de la figura 8. A. Uniones intercelulares
entre endotelio-endotelio (E) y endotelio-mesénquima (ME). B. Estrecha
interaccion entre células de miocardio (M) y células de mesénquima (ver las

flechas con cabeza). N. Nicleo; mf. miofibrillas; mi. mitocondria.






Fig. 10. Desarrollo de trabéculas en [a regidn caudal de la pared libre del
ventriculo izquierdo. Micrografia electronica de transmisidn del estadio 20 HH.
Observe el empaguetamiento de células de miocardio (M) por células de endotelic

(Ej procedentes de Iz luz del corazén durante la formacion de las trabéculas
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Fig. 11. Célula de miocardic (M) embebida en la matriz extracelular presenta
mitosis. Micrografia electrénica de fransmisidon en el estadio 30 HH. N. Ndcleo;

mf, micfibrillas; cr. cromosomas en metafase; d. desmosomas.



K

isiﬁgg £§

g E . ) i S e
3 i . . i £ R
SR (A LAk W e

¢




Fig. 12. Fibroblasto (FB), en la regidon superior de [g foto, embebida en la matriz
extracelular. Micrografia elecirénica de transmisidn del estadio 34 HH. Observe &l
reticulc endoplasmico rugosc (rer) bien desarrollade, con las paredes de sus
cisternas dispuesias en formas paralelas. Se puede ver ia emisidn de apéndices
posiblemente de reconccimiento (flechas) entre el fibroblastc y una célula de

miocardio {M}; N. Nucleo; mf. miofibriiias; cg. colagena.
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Fig. 13. Célilas de transicién fibroblasto-miocardio {CTr) en diferentes etapas de
desarrollo. Micrografia electronica de transmision, estadio 34 HH. Observe que
ambos cuadros presentan células con caracteristicas de fibroblasto y con
miofibrilias. A. célula de transicion con reticulo endopiasmico rugoso (rer) muy
desarroliado v grandes empaguetamientos de micfibrillas {mf). B Célula de

transicién con reticulo endoplasmice escaso y con miofibrillas libres en el

citoplasma. M. Miocardio; N. Nicleo.






Fig. 14. Region de formacion de la cuerda tendinosa en la zona de la capa
subendocardica que da hacia ia luz del corazdn. Micrografia electronica de
transmision  del estadio 42 HH. Observe la cantidad de fibroblasto (FB)
embebidos en la matriz extracelular rica en fibras de colagena (cg). N. Nucleo;

rer. Reticule endoplasmico rugoso.
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Fig 15. Area de formacién de la cuerda tendinosa en la capa subendocardica que
da hacia la pared libre del ventriculo izquierdo. Micrografia electrénica de
fransmision, estadio 42 HH. Observe las células de miocardio (M) reminiscentes
imbricadas en la densa capa de fibras de colégena {cg). El recuadro indica una
celule de iransicidn (CTr). FB. Fibroblasto; N. Nicleo;, d. desmosome;, mf

miofibrillas; rer. reticulo endopldsmico rugoso.






Fig. 16. Aumento del recuadre de la figura 15 en que se muestra una célula de
tfransicion (Ctr) con caracteristicas de fibroblasto y con miofibrillas (mf). Observe
como esta celula se encuentra imbricada entre fibroblastos (FB); c¢g. colagena;

mt. mitocondrias; rer. reticuio endoplasmico rugoso.
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9, RESUMEN DE RESULTADOS

Podemos dividir e desarrclio del velo mural de la valvula mitral y su
aparato tensor en tres etapas; la primera involucra el desarrolio dei cojin lateral
izquierdo v la invasion de células endoteliales al miocardio de la pared libre del
veniriculo izquierdo, limftrofe con la regidn caudal del cojin lateral. Los resultados
obtenidos revelan gue entre los estadios 21 v 22 HH los cojines endecardicos
laterales del canal AV, inician su desarrollo. Los primeros signos gue se observan
son una ligera acumulacién de matriz extracelular entre el endocardic y el
miocardio del surco AV izquierdo, io mismo sucede en el surco AV derecho (datos
no mostrados) y la presencia de algunas céiulas de mesénquima en el interior de
los cojines (estadios 22-23 HH). La microscopia electrénica de transmisién reveld
que células endoteliales de la regién caudal del cojin lateral izquierdo se
transforman en céluias de punta e invaden el tejido de miocardio (se infiere que o
mismo ocurre en la pared libre del ventricuio derecho). Duranie el proceso de
invasion endotelial se van abriende gran cantidad de espacics en la pared libre
del ventriculo izquierdo, que van ocupando gradualmente areas cada vez mas
cefélicas en direccidn al surco AV izquierdo (estadio 26 HH). Conforme las células
endoteliales van abriendo los espacios en la pared libre ventricular, éstos van
quedando recubiertos por epitelio (endotelic).

La segunda etapa de delaminacién, consiste en la separacion de la pared
libre ventricular, dando origen a dos capas: una subendocardica (que participa en
la formacién del velo mural v su aparato tensor) y ia otra subepicardica (que
permanece coma pared libre ventricular), ambas Capas separadas por grandes
espacios abiertos durante la invasion de ias células endoteliales.

El procesc de delaminacion inicia con el desarroilo de espacios en la pared
libre del ventriculo izquierdo, que graduaimente se hacen mas grandes, producto
de la invasion de células endoteliales al miocardio. La coalescencia de astos

espacios, toma gran impertancia durante la delaminacion. En este proceso de

coalescencia los espacios generados por @ endocardio durante la invasién se
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fusionan con los espacios intercelulares preexistentes en la pared libre
ventricular. De esta manera se generan los grandes espacios recubjertos por
células endoteliales que separan la pared libre ventricular en dos capas, Ia capa
subendocardica v la subepicéardica, siendo la caps subendocérdica la que
participa en e desarrolio embrionaric de la vaiva mural de la mitral, sus cuerdas
tendinosas y su musculo papilar.

La tercera etapa consiste en la citodiferenciacion del velo mural y su
aparato tensor. En esta etapa de citodiferenciacion de la vaiva mural y su aparato
tensor, las células fibroblasticas del cojin lateral izquierde confribuyen en la
formacion del tejido fibroso de la region atrial del velo mural mientras que la capa
subendocardica generada de ia pared libre ventricuiar participa en la formacion
de la parte ventricular de la valva mural, sus cuerdas tendinosas v su musculo
papilar. La presencia de la capa subendocardica en un lugar que posteriormente
se presenta como tejido fibroso para dar origen a la valva mural y a sus cuerdas
tendinosas, asi como la presencia de células de transicidon en el estadio 34 HH,
con caracteristicas de fibroblastos v con miofibrillas, nos sugieren la posibilidad
de un proceso de transdiferenciacion celular, entendiendo paor transdiferenciacion
celular al proceso por el cual una céiula diferenciada presenta una serie de
cambios morfoldgicos y estructurales que implican una desdiferenciacion celular

para adguirir un fenotipo diferente.
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10. DISCUSION

El presente estudic sienta ias bases celulares para expilicar el procesc de
delaminacién de la pared libre ventricular, durante la formacion de los velos
valvuiares AV y su aparato tensor, procesc al que hacen referencia una gran
cantidad de investigadores sin lisgar a explicarlc. De esta maners, a partir de aste
trabajo podemos explicar la delaminacion de la pared libre ventricular come el
proceso por & cual las células endoteiiales, de la regidn caudal del cojin lateral
izquierdo, invaden y separan la pared libre ventricular en dos capas: La
subendocardica y ia subepicardica. Las células endoteliales que van invadiendo
progresivamente la pared libre ventricular se van generandc por mitosis.

Ei inicio del proceso de invasién es especifico, inicia entre los estadios 21-
22 HH an el embridén de polic, en la regidn caudal de! cojin lateral izquierdo, io
que nos hace pensar en la existencia de interacciones molecuiares especificas
enire el miocardio y el endocardio de esta region. En e ambilo molecular, estas
interacciones no han sido estudiadas, no obstante se sabe gue existe una
esirecha interaccion molecuiar entre e endoislic de ios cojines endocardicos
superior e inferior con el miocardio del canal AV, interaccién de la que
hablaremos mas adelante pero que nos conduce a pensar en un mecanismo
similar entre el endotelio de la regidn caudal del cojin lateral izquierdo y la capa
subendocardica de la pared libre ventricular. Asi, los cambios gue presentan las
células endoteliales que se transforman en células migratorias con la adquisicion
de filopodios y su capacidad para desprenderse de la capa endotelial e invadir
tejide muscular, nos indican ia presencia de mecanismos moleculares especificos
que las sefialan para su fransformacion de epitelio de recubrimientc a epitelio
invasor para la separacion de tejido. Cabe aclarar que este mecanismo de
interaccién miocardio-endocardio para la separacidon de igjido no ha sido
estudiado v es diferente al que se da durante la fransformacion de endotelio-
mesénquima en los cojines endocardicos del canal AY y en la zona del cono. Este

proceso de interaccidon endotelio y miocardio, también as diferente al proceso de
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recubrimiento v esculpimiento de trabéculas en la regidn apical frabeculada de
ambos ventriculos, en este Uitimo caso no se da una separacién de tejido de
miocardio por la coalescencia de espacios. Podemos decir que se irata de un tipo
de interaccién no descrito antes, entre endocardio y miocardio durante el proceso
de delaminacidn de la pared libre ventricular en el desarrolio embrionario del
aparato valvilar AV.

La invasién de células endoteliales es en principio similar a la que se ha
descrito para el proceso de angiogénesis, en este caso los tubos endoteliales en
formacién penetran en la pared miocardica, por medio de la transformacién de
células endoteliales a células endoleliales invascras o de punta con a2 adquisicion
de procesos celulares de ftipc filopodio, que posiblemente funcionan como
estructuras de reconocimiento. Para dar inicio a su migracién es necesario que
estas células endoteliales de alguna forma marcadas pierdan su adhesion con ei
resto de células endoteliales no predestinadas a la transformacién. 1.0 anterior es
muy probable que suceda come ocurre en el endotelio que se transforma y migra
en los cojines endocdrdicos, en este caso, existe una induccion del miccardio del
canal AV ai endotelio de ios cojines endocardicos. Durante Ia induccion miocardial
se desencadenan una serie de cambios en la expresidn de genes y proteinas en
las células endoleliales por transformarse, en esta cascada se incluye una
subreguiacion de la molécula de adhesion neuronal (NCAM) (Mjaatvedt and
Markwald, 1989). Estas células endoteliales pierden capacidad de adhesidn,
también se registra una sobre regulacion de serin y metaloproteinasas que se
correlaciona con la pérdida de asociacion céiula a célula y con el inicio de la
transformacion endotelial (Alexander et al., 1997). La pérdida de la polaridad
celular se hace evidente con el rearreglo del aparato de Golgi y los filamentos de
actina del citoesqueleto (Krug et al.,, 1987 y De Ruiter et al., 1997). Por otro iado,
el inicio de ia delaminacion de la pared libre ventricular en la formacion de velos
y aparate tensor, es muy similar al inicio dei esculpimiento de frabéculas, en este
trabajo no podemos dacir que son procesos independientes porque nc contamos

con limites anztémicos 0 marcadores moleculares especificos pars ambos
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fendmenos.

En el proceso de delaminacidn, la aperiura de @spacios cubiertos por
células endoteliales es de gran importancia ya que por su coaiescencia dan
origen a la separacion y formacién de la valva mural de la mitral y su aparato
tensor. A estos espacics no se les ha prestado la atencién debida y es posible
gue en el interior de sstos espacios se encueniren inductores que propicien la
invasién de células endoteliales y su coalescencia.

Conforme avanza el proceso de delaminacién de la pared libre del
ventriculo izquierdo, nos encontramos con una esirecha aproximacion de células
de diferentes lingjes, algunas de ellas no muy comunes como lo son las
interacciones miocardio-fibrablastos y fibroblastos-endocardio, io gque nos sugiere
posibles puntos de reconocimiento entre estos diferentes tipos celulares. Este tipo
de interacciones se observan en el trabajo de Arguello et al. (1978) durante &l
desarrollo del cono y el tronco pero no han sido estudiados.

Por otra parte, sobre las cuatro propuestas de origen y desarroilo de las
valvas atrioventriculares y su aparato tensor, la gue considera un origen exclusivo
de tejido de cojin (Oosthoek et al, 1967}, durante el desarrollc de los velos
valvulares puede ser descartada, porque la capa subendocardica esta constituida
de diferentes tipos celulares (miocardio, fibroblastos, mesénquima y endotelio),
como observamos en los cortes semifinos realizados en este trabajo, asi como por
ios cambios ultraestructurales registrados con el microscopio electronico de
transmision, participan en su formacion y diferenciacién. En cuanto a la segunda
propuesta, sobre un origen exclusive del miocardio (Van Mierop and Gessner,
1972; Mandarim, 1991 Wenink et al. 1894), es una propuesta gue no se puede
sostener puesto que diversos investigadores (de la Cruz et al,, 1883 y Garcia-
Peldez et al., 1984) por técnicas de marcaje “in vivo" han demosirado ia
participacién del iejido de cojin en el desarrolio de las valvas AV. En nuestro
estudio pudimes nbservar como el cojin lateral esté involucrado en el desarroiic
del valo mural de la valvula mitral en una estrecha asociacion con la capa

subendocérdica de la pared libre de! ventriculo izquierdo. Por Io que concierne a
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lz (ercera propussie que considerz un aporie exiracardiaco de epicardio en el
surco AVY izoulerdo (lejido det suicus) duranie gl desarrciic de los velos valvulares
{Wenink and Gittenberger-de Groot, 1882, 1988a, Wenink et al., 1886b, Wenink,
1092; Wenink &t al., 18%4), podemos mencicnar cue por inmunchistoquimica se
ha demosirado gue tal aporte no axiste {Dosthoel et &b, 1997} no obstants, el
trabajo aqui desarroilade no es capaz de descartar una posible contribucion del
tejido del sulcus en el desarmrolic de la valva mural de la mitral. En cuanto a la
cuarta propuesta, scbre un corigen mbdo de las valvas v su aparato tensor
(Odgers, 1938 Van Mierop et al., 1862, Van Mierop &t al, 1977, Patten, 1964,
Ugarte et al., 1878; Van Gils, 1879, Chin et al, 1892, Lamers et al.,, 1995 y Weels
et al., 1998}, nuestros resultados ia apoyan. El desarrollo y participacion del cojin
idn con lz capa subendocardica de la pared
libre veniricular sugiere gue &l primero confribuye en ef desarrolic de la region
atrial del veic mural de la valvula mitral, mientras que la caps subendocardica de
la pared libre ventricular interviene al menocs en el desarroiic de sus cuerdas
tendinosas v su miusculo papliar. Por ofra parte, para comprobar ig contribucion
de la capa subendocardica en &l desarrolic de la porcidn ventricular de la valva
mural &s necasaric realizer alguna técnica de marcagle “in vivo" ©
infmunohistoguimica.

El origen mixto de ia valva mural de la valvuia mitral ¥ su aparato tensor
nos indica gue el aparato vaivular atrioventricular se origina tanto cel segmento
aembricnaric denominade "Primordic de las camaras deé entrada ventriculares” (de
ia Cruz and Markwaid, 1988), como del segmento conocido come “Primordio de la
porcién apicel trabeculada de ambos veniriculos”, segmento gue no se considera
al describir ef aesarroilo embrionario de ios aparatos vaivulares AV. La presencia
de miccardic reminiscente en la regidn contigua a la porcidn ventricular del vele
mural nos sugisre que el miccardio esia participandc en el desarroilo de este
veic. Una tercera observacion realizada y que apoya 12 idea de la participacion de
ia capa subendocardica de la pared libre veniriculer en &l desarrolio del velo
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transicion en esta capa. Este hecho nos conduce a sugerir un posible proceso de
transdiferenciacion en el que células de miocardio se transforman en fibroblastos.

En cuanto &l proceso de transdiferenciacién, existen muy pocos ejempios
de ella en la naturaleza, se han reportado algunos casos que la apoyan, éstos
vasicamente se refieren a que los fibroblastos tienen la capacidad de
diferenciarse en otros tipos celulares de la misma familia (Alberts et al 1994), asi,
la familia de las células de tejido conjuntivo tiene la capacidad de ser
interconvertibles, esta familia incluye fibroblastos, condrocitos y osteocitos, todas
ellas células especializadas en la secrecion de la colégena de la matriz
extracelular, los adipocitos y las fibras musculares lisas parecen tener un origen
comun con las antericres (Alberis et al., 1994). Un ejemplo de fransdiferenciacion
se ha cbservado en un grupo de células de endotelio de bovino adulto cultivadas
“in vitro”, que fueron capaces de fransdiferenciarse a células de musculo liso,
(Arciniegas et al., 1992), en este trabajo se demosird que el TGF-B1 (Factor de
crecimiento transformante B1) es capaz de inducir la expresion de c-actina de
musculo liso en células del endotetio adrtico

En procesos patologicos, también se habla de procesos de
transdiferenciacion, diversos autores han especulade que las células endoteliales
pueden dar origen a una poblacién de células subendoteliales, comoc es el caso
de la arterioescierosis por engrosamiento de la intima, capa mas interna de las
paredes de las arterias (Beranek, 1995), y en lesicnes plexiformes en la
hipertensién puimonar primaria (Tuder et al., 1984).

En el corazdn, durante el desarrollo embrionario del tracto de salida,
Argtello et al. en 1978, describieron el proceso de transdiferenciacion de células
de miocardio a fibroblastos, en su trabajo sefialan la presencia de ceélulas de
transicion con caracteristicas fibroblasticas y con micfibrillas en un tejido que
originalmente es muscular y posteriormente pasa a ser tgjido conectivo. También
se ha reportado transdiferenciacion de células endocardicas (endoteliales) a
células de mesénguima para posteriormente diferenciarse en fibroblastos en la

regién de ios coiines endocardicos del canal AV (Markwald et al,, 1977, 1990. y
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Wunsch et ai., 1994). Este dltime proceso ha sido ampliamente estudiado v se
propone que un complejc de glicoproteinas, Hamade interferdn, es secretado por
el miccardio y transportade a través de la matriz extracelular hasta el endocardio,
en donde induce a algunas células, células receptoras, a fransformarse en
mesénquima. No todas las céluias endoteliales del corazdn tienen la capacidad
de transformarse en mesenguima, las células de iz zonz trabecular no forman
mesénquima ni son capaces de responder en cultivo al exiracic de maltriz
extracelular del canal AV. Ademas, no todas las céluias endoteliales en ios
cojines AV se transforman en células de mesénquima, sclo aquellas que
presentan el antigeno JB3 (Wunsch et al, 1994). Lo anterior apoya la idea de una
heterogeneidad endotelial en la superficie interna dei corazén {(Wunsch et al,
1994). En el ambito molecular se ha visto gue la transformacion endotelio-
mesénquima en cojines endocardicos esté regulada por ia proteina ES130 (Krug
et al., 1987; Krug et al., 1995, Eisenberg and Markwald, 1995). TGF-B1 se
considera un facior candidato en ia iniciacién o regulacién de la transformacion ya
romueve la diferenciacion de céluias endotelizles aen células de tipo misculo
liso {Arciniegas et al., 1992). En ia actualidad se esia trabajando para determinar
si JB3 (Wunsch et al., 1894), Fibulina (Spence et al., 1992) y ES130 estan
involucrados en !a induccién de la transformacion de endotelio a mesénguima
(Krug et al, 1885, Eisenberg and Markwald, 1995), ya que estas moléculas se
expresan simulténeamente durante esa transformacion celular.

De Ruiter of al., en 1997 ftrabaiando con embridn de codorniz, dan la
primera evidencia “in vivo” sobre el procesc de transformacion celular, en el cual,
células de endotslic en la aorta dorsal v en el canal AV se transdiferencian a
células de mesénguima expresando g-actina de musculo lisa.

En el presente trabajo, la deteccidn de células de transicidn entre
fiproblastos y miccardic no muestra el sentido en que se realiza ia fransformacion,
esto es, si las células de transicion provienen de fibroblasios gue a su vez derivan

de endecardio, o si provienen de células de miocardio de Ia capa subendocardica

da la pared libre del veniriculo izquisrdn, contigus 2 12 porcidn caudal del cojin

- HEA RN H Tge= R % L LIV
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lateral (Fig. 17). Si el problema lo abordamos desde el punio de economia de
energla, resulta mas facil considerar que las células de miocardic, de estructuras
compleias, se desdiferencian desmontande toda su madquinaria fibrilar, para dar
origen & fibroblastos. De cira manera, los fibroblastos invertiran una gran cantidad
de energia en montar todo un complejo sistema de sintesis de proteinas, de
formacion de miofibrillas v su empaquetamiento para posteriormente desmoniario
y quedar como fibroblasio y constituir valvas y cuerdas tendinosas. Si las células
de f{ransicion implican transdiferenciacion del miocardic de la capa
subendocardica de la pared libre del ventriculo izguierdo entonces la valva mural
de la mitral presentaria por un lado una contribucion de fibroblastos derivados de
la transformacién de miocardio de la capa subendocardica del ventriculo izquierdo
(Fig. 17) v por otro lado presentaria fibroblastos procedentes de la transformacion 7
de endotelio-mesénguima en el cojin lateral.

Por ctra parte, podemos sefalar que el estudio del desarrolio embricnario
de la valva mural de la valvula mitral, puede servir de base para el estudio de los
procesos de desarrollo de la valva mural de la valvula AV derecha y su aparato
tensor. Cabe hacer mencion que la vaiva mural de la vaivula milral, asi como su
aparato tensor presentan una gran homologia con la valva mural del humano

(Ranganathan et al., 1970).
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11. CONCLUSIONES

1°. Ei presente trabajo apoya la consideracién de un doble crigen embrionario del
aparato valvular AV, en que el cojin lateral izquierdo contribuye en la formacion
de parie de la valva mural de la valvula mitral, mientras que la pared
subendocérdica de la pared libre ventricular participa en la formacion de la region
veniricular de esta valva, sus cuerdas tendinosas y sus musculos papilares.

2° Lo anterior indica que el aparato valvular AV se desarrolla a partir de dos
segmentos cardiacos embrionarios, Ei primordio de las camaras de entrada y el
primordio de la porcidn apical trabeculada de ambos ventriculos.

3° El presente frabajo también muestra que los cojines iaterales AV se originan
entre [os estadios 21 y 22 HH del desarrollo embrionario del corazén.

4° La separacién de la capa de miocardio subendocardica por el proceso de
delaminacion permite la liberacion del tejido implicado en la formacion de la valva
mural de la mitral y su aparato tensor, ademas de ofrecer cierto soporte durante la
formacién de la valva y su aparato tensor.

5°. El epitelic que divide !a pared libre del ventriculo izquierdo en dos capas, una
subendocardica y una subepicardica proviene del endotelio que se encuenira en
la luz dei corazdn, en la parte caudal del cojin lateral izquierdo.

8°. Los espacios gue gradualmente dividen la pared miocardica de la pared libre
del ventriculo izquierde, coalescen dando lugar & espacios cada vez mas grandes
cubiertos por céluias endoteliales.

7°. La presencia de células de fransicién entre miocardio y fibroblastos indican
una posible transdiferenciacion durante el desarrciio de la valva mural de 1a mitral
y de sus cuerdas tendinosas, el proceso invelucrado en lg transdiferenciacién

gueda todavia por establecerse.
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Figura 17. Modelo hipotético d farmacion de la valva mural de la vaivula mitral,
sus cuerdas tendinosas y su musculo papilar. A. Inicio de la formacion del cojin
lateral izquierdo (CL) y comienzo de la delaminacién de !a pared libre del
ventriculo izquierde {PV) per el proceso de invasion de células endocardicas. B.
Desarrollo del cojin lateral izquierdo y separacién de la pared libre dei ventricuio
en una capa subendocardica (CSEn} y una subepicardica (CSEp), por la
coalescencia de espacios (*) durante la invasién de endotelic. C. Formacion de la
valva mural (¥m) y st aparato tensor. La pared atrial de la vaiva se forma a partir
de tejido de cojin, ia pared ventricular de (2 valva y su cuerda tendinosa (ct)
conformadas por células procedentes tanto del cojin lateral como de la pared libre
ventricular. D. Rutas de transdiferenciacion propuestas para la formacion del
tejido conective de la valva mural y su cuerda tendinosa. 1. Endocardio de cojin
desdiferenciandose a mesénquima y dandc origen a fibroblastos. 1. Células de
miocardio transdiferenciandose a fibroblastos. mp. muscuio papilar.
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13. APENDICE
13.1. SOLUCIONES:

1.AMORTIGUADOR DE CACODILATO DE SODIO
Se prepara una solucién de cacodilato de sodic C.1 M disueita en agua
destilada. E! pH se debe ajustar entre 7.2-7.4 con acido clorhidrico (C.1N).

2. FIJADORES

a. FIJADOR DE KARNOVSKY MODIFICADO, pH 7.3 (100 mi)
SOLUCIONES
Glutaraidehido ai 2.5%
Paraformaldehido al 1.0%
Cacodilaic de sedio al 018
Procedimiento

Se disueive ei paraformaidehidc en agua bidestiiada {aproximadamente 25 mi)
calentando entre 60 a 70 °C. Se puede agregar 0.1 ml de una soiucion de
hidroxido de sodio al 1N para que la solucidn se aclare. Postericrmente se agrega
50 mi de una solucion de cacodilato de sodic al C.2M, 10 ml de glutaraldehido al
25% y 15 ml de agua bidestilada. Ei pH se debe ajustar 2 7.3 con acido

clorhidrico 9 con hidréxido de sodio.

b. TETRACXIDO DE OSMIO EN AMORTIGUADOR DE ZETTERQVIST
(Rhodin, 1954 y Zetterqvist, 1956).

Para la preparacion de este fijador se requiere de cuatro soluciones:
-SOLUCION “&”

Veronal sédico (barbital) 0.16M
Acetato de sodic 1M

Se preparan 50 mi de esta solucion empleando agua bidestilada:
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-SOLUCION “B”

Acido clorhidrico 0.1N
-SOLUCION “C”

1.Clorurg de sodio 1.37M
2.Cloruro de poiasio 0.05M
3. Cloruro de calcio 0.02M

Se prepara 50 mi de solucién disclviendo los anteriores reacticos en agua
bidestilada

SOLUCION “D”

Se obtiene una solucitn de! 2% de tetroxido de osmio en agua bidestilada. Los
cristales de este reactive se dejan disolver por un espacio de 12 a 24hrs.
Procedimiento

Se toman 20 mi de la solucién “A” v se mezclan con 6 mi de la sclucion “C”. Se
agregan 22 m! de ia soiucién “B” (0.1N de &cido clorhidrico) y 52 ml de la solucion
de tetréxido de osmio. Ei pH se ajusta a pH 7.2-7.4 con hidroxido de sodio 0
Acido clorhidrico. Este fijador se mantiene en obscuridad a una temperatura de
B8°C.

3. MEDIO DE INCLUSION

El medic de inclusion seleccionado fue EPON 812, una resina hidrofébica.
Para su preparacion primero se obtienen dos mezclas una de [a resina y ofra de
la resina con su endurecedor, 4 la combinacion de estas mezclas se les adiciona

ol catalizador, Las concentraciones que se usan para las diferenies mezclas son:

Mezcia “A"
Epon 812 50ml
Anhidrido dodecenil succinico (DDSA) 81mi

Mezcia “B”
Epon 812 50mi
Endurecedor anhidrido metil nadico (NMA) 44mi
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PREPARACION DEL MEDIO DE INCLUSION

{2 mezcla “A” se combina con la mezcia “B” en una proporcion de 7:3, una
yez combinadas se adicionan 0.15 mi del aceleradar 2,4,6-Tri{dimetilaminometii}-
fenol (DMP-30) por cada 10 m! de la mezcla compuesta (mezcia A y mezcla B). La

mezcla final se tapa v agita lentamente aproximadamente 20 min.

4. COLORANTE PARA CORTES SEMIFINOS
-AZUL DE TOLUIDINA
Azul de ortotoluidina 0.5%
Tetraborato de sodioc 4.0%

Para preparar un litro de colorante, se disuelve el azul de oriotoluiding en
300 mi de agua destilada, se agrega e! tetraborato de sodio, se mezclan bien y se
afora a 1it. La solucion se pone & hervir durante 15 minutcs y posteriormente se

filira.

5. CONTRASTADORES PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
-ACETATO DE URANILO
Se prepara acetato de uranilo al 2.5% disuelio en agua bidestilada y

posteriormente se filtra.

CITRATO DE PLOMO

Se preparz un voiumen de 10 mi de una solucidn de cilrato de plome al
0.3% disuelto en agua bidestilada frig, previamerie hervida. Posteriormente se
agrega 0.1mil de hidréxido de sodic 1 N. Esta solucion se debe proteger de la luz,

durante y después de la preparacion. No se debe aspirar cerca de esia solucion.
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13.2. PROGESAMIENTO DE MATERIAL BIOLOGICC PARA MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE TRANSMISION

a. FIJACION
El material bioldgico se fija a una temperatura de 4 °C en una sclucién de

Karnovsky modificada (iibre de caicic) en amortiguador de cacodilato de sodio al

0.1eM apH 7.2 thr
Se lava en amortiguador de cacodilato de sodic al 0.16 MapH 7.2 1hr
Se postfija con tetréxido de osmio al 1% {Zetterqvist, 1956} 1hr

Se lava tres veces con agua destilada.

b. DESHIDRATACION

i Material se deshidrata durante 10 minutos en alccholes graduales del
70,80,90,95 %.

En el alcohot de 100% ei material se deja por 20 minutos, este pasc se repite dos
veces.

El material se coloca en oxido de propilens por 20 minutos, dos veces.
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c. IMPREGNACION %?% ;e%i Az 13 @% Q@‘gmd

La preinclusion se realiza en tres pasos incrementando la concentracion de
epon, CoMe sigue:
1. Preinclusion en resina epdxica y 6xido de propileno (1:1) 1hr
2. Preinclusion en resina epdxica y éxido de propilena (2:1} 1hr
3. Preinclusion en resina epdxica pura, el tiempo de impregnacion varia segin &l

tamafo de la muestra, en nusstro caso se dejd impregnar durante 8 hrs.

d. INCLUSION
La inclusién se hace en moldes de polistileno planos, de diferentes
tamafios segun ia muestra y ¢ polimeriza en una estufa a 60°C durante 24hrs.
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e, CORTES EN ULTRAMICROTOMO Y CONTRASTE:

Se realizaron cortes semifinos de 1 a 3 um de grosor de las muestras
incluidas en epon. Los cortes se manipularon con una asa para poder tefiirios y
montarios. Una vez cbtenidos los cortes se tiferon por fiotacion en azul de
toluidina, se lavaron en agua destilada. Se pasaron a alcohol para quitar el
exceso de coloranie y se volvieron a lavar en agua destilada. Los cortes se
observaron con microscopia de luz para localizar ia region de interés.
Posteriormente se hicieron cortes finas (80-90 nm) del drea a estudiar, tallando
una segunda piramide. Los cortes finos se montaron en rejilas metalicas de cobre
de 100 mesh.

Una vez montados. Ios cortes se contrastaren con acetato de uranilo por 10
minutos, se-iavaron con agua corriente, se dejaron secar a la intemperie y se
{iferon con citrato de plomo por 1minuto, se volvieron a lavar con agua corriems
y se dejaron secar. L.os cortes montados y conirasiados se observaron en un

microscopio eleciranice de transmision Jeol-1010.



