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RESUMEN

Se estudid mediante las técnicas de marcaje in vivo el de-—
sarrolle ée las camaras de entrada ventriculares (inlets) en el

embrifn de pollo. Se usaron como marcas, partficulas de &xido de

hierro y una mezcla de gelatina-tinta china. El1 marcaje se ini-

cid en el estadioc 9 (corazdn en etapra de preasa) Yy las marcas

se rastrearon hasta corazdn maduro (estadio 35). Tambi&n se hi-

zo un estudioc anatdmico cuidadoso con microscopia de luz y mi-—
croscopia electrSnica de barrido del corazdn de embriones de

pollo de los estadios 12, 14, 18 v 35. Los resultados de este

trabajo nos permiten llegar a las siguientes conclusiones: 1)

El estadio de aparicidn del primordium de las camaras de entra-

da ventriculares es el estadio 12

{etapa de asa). 2) El primoxr-—
dium de las c@maras de entrada ventriculares cuando aparece (es
tadio 12), es Gnico y se encuentra ubicado en la rama caudal
del asa a 110 um del surco interventricular izguierdo, siendo

su limite cefialico (ventricular) el primordium de la porcidn

trabeculada del ventriculo izguierdo y el caudal (atrial) los

atrios primitivos. Por consiguiente ambas auriculas primitivas

se comunican con el primordium de la porcidn trabeculada del

ventriculo izguierdo a través del primordium de las cé&maras de

entrada ventriculares. 3) Mediante los procesos de torsidn del

asa bulboventricular, la pared anterior del primordium de las

camaras de entrada ventriculares del estadio 12, da origen en

el corazbn maduro (estadio 35) a la pared izguierda del ventri-

culo izguierdo ¥y ¢l surco atrioventricular derecho del estadio



iz

12 a la regidn del surco atrioventricular izguierdo prdéxima a la
cruz del corazbdn. 4) Se confirma le dicho por de la Cruz, et al,
(1983) de gue en el estadio 18, cuande se inicia la septacidn

del corazdn el primordium de las camaras de entrada

ventriculares
gue era Gnico,

gueda dividido en cimara de entrada ventricular

derecha e izguierda por los cojines dorsal ¥y ventral del canal
atrioventricular, que forman parte de un primer septum cardiaco
gque estd constituido ademis por el septum primum v el tabiqgue
interventcricular primitiveo, sin gue exista un l1imite de demarca-
cifn entre estas estructuras. Las caracteristicas anatSmicas pe-
culiares de este septum,

o}

ermiten gue cada una de las auriculas
se comunigue con su ventrficulo correspondiente.

La informacidn obtenida en este trabajo amplia los conoci-—

mientos gue tenemos respectc a las regiones cardiacas primitivas

v su expresidn anatdmica en el corazdén maduro y ncs lleva a cues
tionar el concepto preformista gue existe respecto a la morfogé-—
nesis normal del ccerazdn. Ademds se proporciona una

pase embrio-
16gica sdlida a la divisidn

anatdmica de los ventriculos propues
ta por Anderson et al, (13878)

v Anderson y Becker (1981). Estos

nuevos conocimientos nos permiten explicar la existencia de las
cardiopatias congénitas complejas e inferir gue la complejidad
de estas cardiopatias, depende del estadio del desarrollo en

gue ocurre la accidn teratogénica.



1.—- BREVES COMENTARIOS SOBRE EL DESARROLLO EMBRIOLOGICOC DEL

CORAZON.

La embriogé&nesis del corazdén del pollo serd estudiada dentro
del contexto de un organismo en desarrollo vy siguiendo una secuen
cia cronoldgica.

E1l1 desarrollo ontogenético del pollo se realiza mediante la
reproduccidn sexual, en ella se producen nuevos individuos a pax

tir de c&lulas sexuales especiales denominadas gametos gue difie

ren de las otras smo debido a gue mediante un
proceso de maduracid meiosis) ¥y citoplasm&tica se con-

vierten en cé&lu
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para llevar
a cabo la ferti 1981). La Zertilizacidn es el
proceso mediante sexuales (gametos) se fusio

nan y dan origen a una célula huevo o cigote, cé€lula totipotencial
a partir de la cual se desarrollari un nuevo individuo, con carac
teristicas genéticas derivadas de ambos progenitores. Iste proce-—

so, llieva

plicitas

independicentes: una actividad

sexual (la combinacidn de los genes derivados de amkos progenito-
res) Yy una actividad reproducto

ra (la creacidén de un nuevo organis
ezl

mo). En la primera funcaidn se

la transmisidn de genes de
los progenitores al nuevo individuo y en la segunda se activa el

oveocito para gue inicie su desarrcllo. La

w

lguiente etapa de la
embricgénesis es la segmentacidn, gue consiste en una serie de
divisiones mitdticas gue se suceden en forma muy ordenada y con

gran rapidez. En este periodo el cigoto unicelular, se transforma

en un complejo pluriceilular gue no aumenta de tamaio y cuyas célu



las mantienen una baja sintesis de proteinas principalmente impli
cadas en el proceso de multiplicacidn celular, adema@s la actividad
transcripcional es escaza. A medida gue el cigoto se segmenta las
c&lulas (blastomeros) son mds peguenas y se disponen en una capa
celular epitelial de tres a cuatro c€lulas de espesor y forman la
bld&stula o blastodisco. Zn los estadios previos a la pl&stula no
se ha podido identificar la existencia de c&lulas con capacidad
para desarrollar tejido cardiaco.

La blistula estd constituida por dos capas de cé&lulas (capas
blastodérmicas), el epiblasto v el hipeblasto y una cavidad gue
se llama blastocele. =n este estadio estdn presentes los grupos
celulares que dar&n origen a diferentes &rganos (Spratt, 1946) .
Dichos grupos celulares dencominados predrecas Srgan formadoras
estdn formados por células morfoldgicamente semejantes entre
si con una localizacidn topogrifica precisa por lo gue su iden
tificacidn y localizacidn en el cmbrifn se ha realizado median
te las t&cnicas de marcaljie in vivo, rastreando las marcas hasta

en un Srgano especifico. Las células de las

}et

na

[

su ubicacidn £
predreas Srganc formadoras an no estan determinadas para dar

origen a un tiro celular especifico, =s declir pueden cambiar
su destino f£final normal (destinc prospectivo) segin el tipo de
cé&lulas y las caracteristicas fisicoguimicas de la matriz ex-—
tracelular gue las rodean. Si una prefrea se injerta en otra
zona del embrifn gue normalmente ne le correscoonde, sus células

dan origen al tejido caracteristico de la predrea en la gue



fue injertada. Por ejemplo, un injerto de la prefdrea cardiaca en
la preidrea del rifin, da origen a tejido renal ¥y no a tejido
cardiaco. Rosenguist y DeHaan (1966) estudiaron las prefreas
Srgano formadoras en el embridn de pollo, cllos usaron como
marcador timidina tritiada y describieron en la blastula del
embrién de pollio dos prelreas cardiacas localizadas en la zona
mesodermal del epiblasto y ubicadas a ambos lados de la linea
primitiva, a nivel de su tercio medio.

La gastrulacidn, es la siguiente etapa del desarrolilo em-—

brionario y sSe caracteriza por presentar una ser

[*8

e de movimientos
de poblaciones celulares denominadas movimientos morfogenéticos
gue originan a la gé&strula, formacidn triblastica compuesta por:

ectodermc, mescdermo vy endodermo. Los movimiento

n

morfogené&ticos,
crean una nueva relacifn entre las distintas poblaciones celula-
res gue permite su interaccidn normal, indisvensable para gue se
lleve & cakce la difercnciacidn celular. Esta ectarca es muy impor-
tante, porgue es cuando se establece el patrdn general del desa-

rrollo mbrionario ¥y ocurrer
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metabblica
de las céElulas medida por el consumo de oxigeno Vv la utilizacidn
de gluc&geno. Aademis es la fase en gue los genes del embridn
comienzan a expresarse. Al inicio de la gastrulacién las cé&lulas
precardiacas gue son mesodermales, emigran desde el epiblasto
através cde la iinea primitiva hasta guedar ubicadas entre el
ectodermo ¥y el endcocdermo y se desplazan en direccidn cefflica

¥y paramedial.



El embrifn en la etapa de géstrula estd constituido por pe-—
quefios grupos de cé&lulas que tienen una localizacifn topogr&fi-
ca especifica y gue dar&n corigen a los diferentes Srganos. DBichos
grupos celulares se denominan &reas Srgano formadoras porgue a
pesar de gue sus c&lulas aGn son morifoldgicamente semejantes en-—
tre si, ya esté&n determinadas, es decir, no pueden cambiar su
destino final normal (destino prospectivo) pues debido a las in—
teracciones celulares gue se establecieron en la etara preceden—

e las c&lulas ya ha sidc seleccionada

joh

te, la expresibn gen&tica
Y se ha iniciado su diferenciacidn bioguimica, por lo tanto, la
identificacidfn vy localizacidn de las dreas Srgano formadoras se
ha realizado usando las té€cnicas de explantes, marcalje in wvivo
v recombinacién de grupos celulares. De esta manera, si el Srea
de un Srgano se injerta en el drea de otro 6rgano gue no le co-—
responde, sus cé&lulas dar&n origen al tejido especifico del
Srgano gue corresponde al drea de donde ellas procedfan, pues,
no pueden cambiar su destino prospectivo. Asi por ejemplo, si
se injerta el drea de corazbn en el &rea gue corresponde a rindn,
dichas c&€lulas dan origen a tejido cardiace v no a tejido renal.
Rawles (1936) estudid la localizacidn de las &reas Srgano
formadoras durante la gastrulacidn del embridn de pollo, mediante
el cultivo de peguefos grupos celulares provenientes de regiones
especificas del embridn sobre la membrana corioalantoidea. E1

andlisis histoldgico de los injertos le permitid elaborar un mapa

de distribucién de las diferentes &dreas Srgano formadoras incluyen



do la existencia de dos 8reas cardiogénicas (Rawles 1943) . Estas
fltimas tienen una forma oval y est&n localizadas a cada lado de

la lfnea primitiva y separadas en su extremo cefdlico por una

zona medial no cardiogénica de un tamano aproximado de 0.4 mm
DeHaan (1963)

en un trabajo en gue usS microcinematograiia espa-
encuentra lo mismo gue habfia descrito Rawles

teriormente Rosenguist

ciada,

(1943). Pos-—
v DeHaan (1966) al investigar la ubicacidn

del mesodermo cardiaco

en el embrifn de pollo del mismo estadio

en gue los hablia estudiado Rawles (1243), prero usando t&cnicas
de recombinacidn de tejidos, marcando los injertos con timidina
tritiada, concluyveron gue ambas 8Sreas cardiogénicas se encontra-
ban unidas cefilicamente y formaban una estructura con la forma
de una creciente. Finalmente Stalsberg y DeHaan (1969) hicieron
un estudio mé&s fino de las adreas cardiogénicas del embridn del
stadio 3 y llegaron a la conclusidn gue la descripcién de Rawles
(1943)

gue las Areas
estin unidas en su extremo cefidlico.

es la correcta, es decir,

cardiogénicas no
En la ctapa de gdstrula
tardfa (esctadio 7), las Areas cardiogénicas migran cefalomedial-
mente y convergen en la parte media constituyende la placa car-

diogé&nica gue tiene forma de una

(DeEHaan, 19263).
Terminada la etapa de géstrula, se inicia el proceso de tu-
bulacifin mediante el cual, las capas germinales del embridn
tienden a plegarse feormando estructuras tupbulares. Al mismo
tiempo, ocurre la segmentaciébn del mesodermo: en mesodermo
somitico, mescdermo intermedio y mescedermo de las l&minas
laterales. Estas Gltimas,

se dividen en des hojas, una gue se



asocia al ectodermo y dan origen a la somatopleura v otra gue

se une al endodermo, y forman la esplacnopleura.

En el embrifn de pollo el corazén se manifiesta anatdmica

mente cuando se ha fZormado el primer par de somitas (estadio 7)

Y en el humano, ali nic

[

iarse el desarrollcoc del primer par de

somitas (horizonte IX, 20 difias). Este embribn presenta en el
mesodermec esplicnico, pPlaca denominada placa cardiogé&nica,
gque tiene Zorma e una "U" ¥y circunscribe al pliegue neural.
Debido a la formacidn del limitante ceffilico, con el
consiguiente desarrocllo anterior v a los cambios
importantes gue ccurrer. en el sistema nerviosco cefflico, la
placa cardiogénica se a de su posicidn cefilica a una
posicifn ventral ¥y se ubica por debajo del epitelic del intes
tino anterior primitivo. Los deos prim cardiacos se unen
Pror su parte media ¥y
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incorrecta-
mente tubo cardiaco 2n tubo recto, cuva

rared dorsal la Ifcorma
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estinc anterior.
E}l coraz®n en tubo recto corr actualmente se
denomina estadio de preasa (de la Crus y Cayré, 1986). Davis
(1927) propuso la existencia de cardiacas primi
tivas desde etapas tempranas de corazdn ¥
las definib como regiones

1 corazdn en tubo rec

origen cada una de ellas a una

tarce usando las
técnicas de marcadje in vivo gue son mé&s adecuadas para conocer
a qu& regiones anatdmicas origen las distintas estructuras



embriolfgicas del corazdn de embridn de pollco (destino £inal),

se encontrb gque en etapa de preasa (estadio 97) s&lo existen

dos regiones: una cefilica gue dar& origen a la porcidn trabe-
culada del ventriculo derecho (primordium de la porcidn trabe-—

culada del ventriculo derecho) y otra caudal a partir de la cual

se desarrcllarid la porcidn trabeculada del ventriculo izguierde
(primordium e la porcién trabeculada del ventriculo izguierdo)
(Palomino—Garibay, 1987 vy de la Cruz, et al 1989) .

Zn los estadios siguientes del desarrolleo, el corazdn presen
ta cambios morfoldgicos importantes: las paredes miocardicas gue

constituyen el corazfn en estadio de preasa se aproxima entre si

v forman una estructura tubular gue ademés se tuerce a la dere-

cha y adguiere la forma de un asa convexa a la derecha y cSncava

a la izgquierda gue se denomina asa bulboventricular y gue corres

ponde al estadio de asa (de la Cruz y Cayvré, 1986). Palomino-Ga
ribay (1987) describid gque, el corazdn del embridn de pollo en

el estadio de asa (estadioc 12), est& constituide por tres segmen
tos: uno cef&lico, el cono, otro caudal, los atrios y un segmento

intermedio, el asa bulboventricular gue esti separada del segmen=—
to conal por los surcos coneventriculares derechc e izguier
de los atrios primitivos por los surcos atrioventriculares dere-—
cho e izguierdo. E1 asa tiene dos porcicnes ({(ramas), la ventricu
lar derecha o ascendente v la ventricular izguierda o descendente,
ambas separadas por el surco interventricular izguierdo, ademé&s

est8 presente el mesocardio dorsal. IEn esta ctapa del desarrollo




la aurfcula primitiva se comunica con la rama ventricular izguierxr
da, &sta se continfia con la rama ventricular derecha

v &sta Glti-
ma se relaciona con el cono, de modo gue las cavidades cardiacas
quedan espacialmente en continuidad. Al avanzar el desarrocllo del
asa, su rama ascendente se hace mis ventral y derecha y su rama
descendente mas dorsal e izguierda, el mesoccardioc dorsal dejar de

ser evidente y surge el espacio retrocardiaco. A pesar de los

mGltiples trabajos experimentales

rea zados para conocer cudles
son los procesos bisicos del desarrollo, causantes de la torsibn
del asa bulboventricular (Butler, 1952; Sissman, 1966; DeHaan,
1967; Lepori, 1967; Orts-Llorca y Ruano-Gil, 1967; Stalsberg,
196%a, b, 1970; Stalsberg ¥y DeHaan, 186%; Castro-Quezada, et al,

1972; Manasek y Monroe, 1872; Sanchez-G&mez, C., 1¢72), atn ca-

recemos de evidencias suficientes gue nos permitan explicar di-

cho proceso. No obstante, ©s probable gue ¢l crecimiento dife-—

rencial de regiones especificas del corazdn Yy los movimientos

celulares sean los procesos mas importantes involucrados en la
formacidn del asa bulboventricular (DeHaan, 1967; Stalsberg,
1970) .

La siguiente etapa del desarrollo del corazdn, corresponde
al estadio de post-asa. Este estadio comprende dos subestadios:

el de post—asa temprana Yy el post—-asa tardia (de la Cruz y Cayré&,
1986). En el estadio de post-asa temprana {(horizonte XIV de
Streeter en el humaneo y estadio 18 en el polle), las regiones
cardiacas mediante los procesos de torsidn, adguieren la posicidn

i



gue tendr&n en el corazén maduro, de tal manera gue las auriculas
primitivas ocupan una posicién dorsal, la rama ascendente del asa
se vuelve mis derxrecha y la descendente mas izguierda, adem8s se
inicia la septacidn cardiaca cuyo resultado final ser&8 un corazdn
constituido por cuatro cavidades independientes (dos aurficulas ¥y

dos ventriculos). El primer septum gue se forma estd constituido

por tres componen

ot
4]
]

el septum primum gue separa parcialmente
ambas auriculas primitivas, los cojines dorsal y ventral del ca-
nal atrioventricular, gue dividen a este canal en orificio auri-

derecho ¥y el tabigue interwventricular
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primitivo gue separa las porciones trabeculadas de ambos ventricu
los (DeVrxries y» Saunders, 1962 v de la Cruz, et al, 1983). Este
septum gue en su ceonjuntce tiene la forma de un antifaz presenta
dos orificios, el foramen primum y el foramen interventricular
primitivo (vexr =figs. 16A-D y 17B). Debkido a gue esta unidad septal

est8 constituid

W

por las tres regiones antes mencicnadas, la aurgi
cula derecha se comunica con la porcifn trabeculada del ventricu-
lo derech a través del orificio auriculoventricular derecho (tri
cGspide) y la auricula izguierda con la porcidn trabeculada del
ventrfculo izguierdo mediante el orificio auriculoventricular iz-
gquierdo (mitral) (beVries y Saunders, 1962; de la Cru=z=, et al,
1983) .

El estadio de post—asa tardfia, se caracteriza porgue €l cono

posteromedial gue se encontraba en el ventriculo derecho, se in-—

corpora al ventrfculo izguierdo, y participa en el desarrollo de



su infundibulo ademis se forman otros septa cardiacos gue con los

antes mencionados, constituyven los tabigues cardiacos definitivos

tambi&n ocurre el desarrollo del sistema valvular auriculoventri-—

cular ¥y de las valvulas adértica y pulmonar. Es importante sefalar

que en estadios tardios del desarrollo mediante los procesos de
histodiferenciacién aparecen en el corazdn la inervacién nerviosa

{sistema de conduccifn) (Argliello, et al, 1988) v el sistema de
arterias » venas coronarias (Conte y Pellegrini, 1984) .

2.—- ANTECEDENTES HISTORICOS.

Los primeros conocimientos sobre la constitucidn embrioldgica

del corazdn en tubo recto {(etapa de preasa), se obtuvieron a tra-—

vé&s de la embriologfa descriptiva. E1

trabajo més notable a este
respecto es el de Davis (1927), gue estudid embriones humanos de

diferentes edades y establecis gue en el corazdn en tubo recto

(etapa de preasa) (embribfn 3702 de la coleccidn Carnegie), apare-—
cen diferentes regiones separadas poOXr surcos exXxternos, ccn sus
correspondientes crestas entales y cdue cada una de estas regiones

da origen a una cavidad cardiaca definitiva completa y las deno-
mind cavidades cardiacas primitivas. Estas cavidades cardiacas

primitivas son en sentido céfalo-caudal: el bulbo afrtico, el
bulbus cordis, el ventriculo primitivo v los atrios primitivos
derecho e izguierdo y dan origen en el corazdn maduro a las gran
des arterias, al ventrficule derecho, al ventriculec izguiexdo
Yy a los atrios derecho e ifzguierdo respectivamente.



DeVries y Saunders (1962) estudiaron tambi&n, mediante las
t&cnicas de la embriologfia descriptiva el desarrollo de los
ventriculos y de sus tractos de salida en el corazdn maduro y
a pesar de gque modificaron la nomenclatura de Davis (1927),
conservaron el concepto de cavidades cardiacas primitivas de
este autor. Ellos denominaron tronco arterioso al bulbo adrtico.,
al bulbus coxdis lo dividieron en dos regiones, una proximal,
el primordiﬁm del ventriculo derechoe trabeculado y otra distal,

el primordium del infundib

~

1lo y ademds al ventriculo primitivo
le llamaron ventriculo izguierdo.

Patten, (1%29); Romancff, (1960); Stalsberg y DeHaan (1969):;
de la Cruz, et al, (1972); Dor y Corone, (1973) y Vir&gh et al
{1989), estudiaron el desarrollo normal del corazdn del embridn
de pollo, con las té&cnicas de la embriologia descriptiva y des-—
cribieron en el corazdn en etapa de preasa (estadio %) las mis
mas cavidades cardiacas primitivas vy les atribuyeron el mismo
destino propectivo cue habia establecido Dawvis (1927), en el
corazén del embrifin humanc de morfologia similar a la del embridn
de pollo.

Los resultados obtenidos mediante el uso de las té&cnicas de
marcaje in vivo, en el estudic del corazén en etapa de preasa
(estadio 97) en el embridn de rollo, negaron el concepto de “"ca
vidades cardiacas primitivas", porgue demostraron gue el corazdn
en etapa de preasa est8 constituido exclusivamente por dos regio

nes, una cefidlica gue dard origen solamente a la porcidn trabecu



lada del ventriculo derecho y gue por lo tanto denominamos primor

dium de la porcidn trabeculada del ventriculo derecho, ¥y otra caun

dal gue Gnicamente formar&8 la porcidn trabeculada del ventriculo

izguierdo ¥y gue llamamos primordium bl

de la porcidn trabeculada del

ventriculo izguierdeo (de l1a Crucz,

[k o3

W
[
<

1989) . Este nuevo cono-—

cimiento se pudo lograr porzue las tdcnicas de marcaje in vivo

permiten rastrear en Zorma continua y en un mismo embridn las &i-

ferentes regiones gue co

n hasta su expresidn

anatSmica en el corazdn maduro (estadio 35). Ademds mediante es-—

tas mismas técnicas, se ha encontrado gue el cono gue da origen

al infundfbulcoc del ventriculo derecho (primordium del infundibu-

lo el ventriculo derecho) (e la Cruz, et al, 1977) v los atrios

primitivos (Castro-Quezada, et al, 1972), aparecen en el estadioc

de asa (estadio 12), también se demostrd gue el primordium de
a

las grandes arterias, surge en la sa (estadic 13-22)

{Richter & Lemecx, 1965; de la Cru=z €

uz o,

a
Todos estos hechos demuestran gue &

i
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cllo del
corazdn desde el estadi

o de preasa (estadio 2 ) hasta el de post—asa
temprana (estacio 13-22), aparecen diferentes zconas (primordios)

gue dan origen cada una de ellas a un a regidén anatdmica especifi-—

ca de una cavidad carxdiaca definiciva

en el corazdn maduro por 1lo

u as >nominamos "regiones ¢ ifaca primitive a r ’
e 1 deno amo e one ardiacas vas" (de 1 Cruz

et al, 1989). Estos nuevos conocimientos logrados mediante las té&c-

nicas de marcaje in vivo también estdn apoyvados por los resulta-

dos obtenidos usando las té&cnicas de registro de potenciales el&c-

tricos intracelulares en el estudio del desarrollo normal &del cora-—



z6n del embridn de pollo (Arglello, et al, 1986).

Andexrson et al , (1978) y Anderson y Becker, (1981) propusie-
ron una &divisién anatfmica regional de los ventriculos gue identi-
f£ica en cada una de estas cavidades tres regiones: la cimara de en-—
trada (inlet), la regidn trabeculada Yy la camara de salida (outlet).
Mediante las t&cnicas de la embriologfia experimental hemos demos-—
trado en el corazdén cmbrionario la existencia de regiones (primor-
dios) a partir de las cuales se desarrollan las clmaras de salida
{de la Cruz, et al, 1977) ¥ las regiones trabeculadas de ambos ven-—
trfculos y las cdenominamos "regiones cardiacas primitivas" porgue
cada una de ellas da origen a una regidn especificas de una cavi-
dad cardiaca definitiva (De la Cruz, et al, 1989). Esta nueva infor-
macién es aftn incompleta porgue no sabemos si existe una regidn
cardiaca primitiva gue d&& origen a las clmaras de entrada ventricu-—
lares (inlets) ¥y en gué estadio de la morfogénesis del corazédn apa-

rece.

3.- HIPOToSIS.

Debido a gue el corazdn en tubo recto (estadio 9 ) estsd cons-
titufdo exclusivamente por los primordia de la porcidn trabeculada
de ambos ventrfculos {(de la Cruz, et al, 1589) y gue los atrios a-
parecen en el estadio de asa (estadio 12) (Castro—Quezada, et al,
1972), es de esperar que el primordium de las camaras de entrada
ventriculares surja en el estadio cde asa (estadio 12).

Esta hipStesis la verificaremos mediante las t&cnicas de marxr-

caje in wvivo porgue permiten rastrear una estructura embriolbgica



hasta su expresidn anatdmica, método adecuado para investigar
el origen emprioldgico de las estructuras anatSmicas. Tambié&n
se realizardn estudios de anatomfia microscdpica con microscopia

de luz y microscopia electrdnica de barrido.

4.— OBJETIVO.

£]1 objetivo de este trabajo es investigar si existe una re-
gidn cardiaca primitiva gue de origen a las c&maras de entrada
ventriculares (primordiuwm Jde las cimaras de entrada ventricula-—--
res) y ademas conocer en gué estadio del desarrollo aparece. Con
esta informacidn tendremos una idea m&s clara acerca de las dife-
rentes regiones cardiacas primitivas y se propercionard una base
embrioldgica sélida a la divisidn anatdmica regional de los ven-
triculos propuesta por Anderson et al, (1978) y Anderson y Becker

(1981) .

5.— MATERIAL.

5.1. Material BiolSgico.

Huevos fértiles de gallina (Gallus domesticus) de la raza Plymounth

Rock.
5.2. Cristaleria.
- Asas de vidrio.
- Varilla de vidrio de 5 mm de di&fmetro.
— Frascos transparentes de vidrio con tapdn esmerilado de 250 ml
para los alccholes y fijadores.

— Frascos &mbar de vidrio con tapbén esmerilado de 250 ml para los



colorantes.
— Probetas de 100 ml Pyrex.
— Probetas de 250 ml Pyrex.
— Portaobjetos.
- Cubreobijetos.
— Tubos capilares.
* Vidrios de reloj de 9 cm de difmetro Pyrex.
* Cristalizadores de 13 cm de di&metro y 7 cm de altura Pyrex.
* Matraces Erlenmeyer de 125 ml Pyrex.
* Matraces Erlenmeyer de 30 ml Pyrex.
* Vasos cde precipitade de 250 ml Pyrex.
* Cajas de Petri con di&metro de 5 cm Pyrex.
* Cajas de Petri con difmetro de 15 cm Pyrex.
* Pipetas Pasteur.
* Pipetas graduadas de 2, 5 y 10 ml Pyrex.
* Anillos de vidrio Pyrex con di&metro interno de 5 mm para la
t&cnica de New.

5.3. Instrumental QuirGrgico.

—~ Pinzas <de punta recta sin dientes para estrabismo.
— Pinzas de punta recta de relojero del No. 5

— Pinzas curvas para iris de 1.0 mm sin dientes.

~ Tijeras rectas para enucleacidn

- Tijeras curvas para enucleacidn.

~ Agujas <de diseccifn de acero inoxidable.

— Agujas de diseccibn de vidrio.

* Material est&ril.



Sierra de acero fina para hacer las ventanas en la c&scara del
huevo.

Cucharilla para extraccidn de embriones (espumadera) .

5.4. Reactivos v Soluciones.

5.4.1. Reactivos.

Acido acético glacial.

Acido clorhidrico (HC1) .

Acido pfcrico-
Agua destilada.

Alcoholes graduales.

Benzal.

* Bibxido de carbono (COZ) l1iguido.
** Carbdgeno al 5 %

*** Carbbn activado.

°
*** Parafina histolSgica con punto de fusitn de 58 a 60 C.
**xx* Chtodo de oro.

Cacedilato de Sodio.

Cloruro de Calcio (CaCl,)

Cloruro de Potasio (KC1l).

Cloruro de Sodio (NaCl).

Extr&n neutro.

Para desecar las muestras.

* Para cultivar los embriones.

*xx Para preparar las cajas de microdiseccidn.

* % ko Para

recubrix las muestras para su observacibn con el microg

copio electrdbnico de barxrrido.



- Formeol.

- Grenetina. .

- Glutaraldehido al 25%.

— Oxido de Hierro.

— Resina Sint&tica.

— Salicilato de Metilo.

— Tetrbxido de Osmio (0504).

- Tinta China.

- Vexde Luz.

- Xilol.

- Revelador Kodak Microdol X

- Revelador Kodak HC-110.

— Revelador Kodak Dektol.

— Revelador Kodak Ektaflo tipo 1.

— Fijador ripido Kodak.
5.4.2. Soluciones.

5.4.2.1. Solucién Ringer para aves.

- T PP, P e eecsee-s 14 g.

b3 S fete e e.. 0.840 g.

(o1 e A R I s et e e e es e e 0.480 g.

HZO AesStilad@. - euercorsnnroeceescanansecnanenes eececeses 2000 ml.
5.4.2.2. Bouin Acuocsc.

Solucibfn acuosa de dcido picrico (saturada).......... 70 ml.

Formol comercial. . .cc-eeeaacen “eeecessennsacenaccsnaaes 25 ml.

Acido acé&tico glacial...... e e e s “ e racaseeeee 5 ml.



5.4.2.3. Scolucidn de Verde Luz (acucsa) .

Verde Luz...... et m e e s e e e e teseeces e cecssrsssceseass DG
H,O destilada.-eeeeceseeeeceoceaacsannens cecetecvcoracnseacana 100 ml
Acido ac&tico glacial. ... eeeeeceeneccaeceeosnaneens c e e aee e 2 ml

5.4.2.4. Amortiguador de Cacodilato 0.16 M pH 7.2.

Cacodilato de sS08i0.. c it cecereanonsaeenn P ee.-- 3.42 g
HZO destilada. - ceeceeeeteecacenacenans e e e e e e e e e e 100 ml
Ajustar pH con HCI 0.1 M

5.4.2.5. Acido Clorhidrico 0.1 M.

HZO AeSTila8AR 4 2 s e v o v e rnaecnsescnccnoeeenosconnae e eee e t e e e 100 ml

5.4.2.6. Glutaraldehfdo 2.5 $ en amortiquador de Cacodilato

0.16 ™M »H 7.2,

Glutaraldehfdo 25% .« - e ciceeennecesceneenna [ e me s e e 10 ml
HZO cdestilada. «eeeeoeoen T et e e s e e eeenme 90 ml
5.4.2.7. Amortiguadeor de Cacodilato 0. 32 M oH 7.2.
Cacodiltado de SOAi0. - i i it i it i it o et manseonosmasceeosonmnmeeen 6.84 g
H,O L U= = e T A < 100 ml

Ajustar pH con HC1 0.1 M

5.4.2.8. Solucidn Madre de TetrbSxido de Osmio

(Solucidn Acuosa 2%) .

Tetrdxido A OSMIO . « - o t v et s st e cenaooccoscsnenssancsessnmeneas . 1 g

Hzo L == I T - T - S Y 50 ml



5.4.2.9. Tetré6xido de Osmio 1% en amortiquador de Ca-

codilato 0.16 M oH 7.2 (Sol. de trabajo).

Sol. Madre de TetrSxido de OSMiO. . cuecieceaoomneees e e e e e

Sol. Amortiguador Cacodilato 0.32 M pH 7.2......cccceean

5.5. Materiales Varios.

- Algodsdn.

- Gasa.

- Papel filtro.

- Papel parafina.

* Papel Autcadherente transparente.

- Pelfcula Kodak Plux X Pan.
— Placas de pelicula fotogridfica Kodak Kodalith.
Papel fotogrdfico Kodak Kodabromide F-3.

— Papel fotografico Ilford Ilfabrom F-4.

5.6. Eguipos.

53.6.1. Eguipos de Incubacidn.

Una incubadora ranchera para incubar los embriones hasta gue
alcanzan la edad reguerida para el inicio de cada experimento,
con control de temperatura, humedad, ventilacidén y volteo au-—

tom&tico.

* Para cubrir las ventanas en la ciscara del huevo.



Una estufa de cultivo maraca NARCO para la reincubaciéfn de
los embriones después de los experimentos de marcaje; egui-
pada con control de temperatura, humedad y C02.
C&maras himedas de cultivo, constitufidas por una caja de Pe-

tri con 3 algodones humedecidos en agua destiladay un vidrio

de reloj (Fig. 1).

5.6.2. Eguipos de Esterilizacidn.

Campana de Flujo laminar marca VECO para esterilizar el campo

de experimentacidn.

Lamparas de luz ultravioleta para la esterilizaci&n del labora
torio de cultivo.

Autoclave marca METRO para esterilizar el material de cristale

ria y las soluciones utilizadas en los experimentos de marcaje.

Estufa de esterilizacidn en seco marca RIOS—ROCHA para esterili

zar el material guirQGrgico.

5.6.3. Eguipos Ovnticos.

Micxoscopio Sptico marca 2Z2eiss con objetivos de 4x, 10x,

100 x.

40x y

Microscopio estereoscSpico marca Zeiss, con un intervalo de au-

mento de 0.3x a 5=.

Microscopio Multiphot marca Nikon, equipado con camara fotogra-
fica integrada.

Microscopio electr&nico de barrido marca JEOL.

Ovoscopic para observar por transiluminacidn a través de la cé&s

cara la posicién del embriSn en el interior del huevo.



5.6.4. Eguipos para preparacifn de muestras de Micros-

copfia ElectrdSnica de Barrido.

Desecador por punto critico SAMDRI 780 A.

Sombreados DENTON VACUM DESK-1 con cidtodo de oro.

5.6.5. Eguipes fotogrificos.

C8mara fotogrdfica Cannon F 150.

Adaptador de Cé&mara fotografica para microscopio &ptico marca
Zeiss.
Cé&mara Nikon con adaptador para microscopio Multiphot marca
Nikon.

Amplificadora marca Amnlimat.

CronSmetro autom&tico.

Lampara de seguridad con filtro rojo.

Secadora de Papel fotogrifico.

Tangue de revelado Paterson.

Charolas para revelado.

Pinzas metd@licas para fotografia.

Magazzines fotogr&ficos.

Guillotina.

5.6.6. Eguipos Varios.

Agitador Magnético.
Balanza aAnalitica.
Balanza Granatarxia.
Horno para parafina.
Mechero de Bunsen.

Potencidmetro.



- Refrigerador.

Soporte tripie de fierro.

-Tela de alambre con asbesto.

6.~ TECNICAS.

6.1. Técnicas de Cultivo.

6.1.1. TéEcnica de cultivo in vitro (New, 1955)

El huevo incubado se vierte en un cristalizador gue contiene
solucidn Ringer para aves (5.4.2.1.), se procura gue la yvema gue-—
de totalmente sumergida en la solucidn, para evitar gue se genere
tensién superficial y el embridn se deteriore (Fig. 2). Las chala-
zas y la alblGmina gue recubre la yema se retiran con

la ayuda de
una pinza recta (Fig. 3} .

La membrana wvitelina se corta ecuatorialmente con una tijera
curva (Fig. 4), con una pinza curva sin dientes se toma el borde
libre de esta membrana y con movimientos suaves, se separa del vi-—
telo, se tiene cuidado de gue el embridn no se desprenda de ella,
despué&s se introduce en el cristalizador un vidrio de reloj vy el
embrifn adherido a la menbrana vitelina se desliza sobre €1 (Fig.
5). La membrana vitelina con el embridn se extiende sobre el vidrio
de reloj, utilizande una pipeta Pasteur (Fig. 6) y se coloca sobre
ella un anillo éde vidrio, se procura cue el embridn guede en el
centro del anillo (Fig. 7). El1 exceso de vitelo se retira con una
pipeta Pasteur v los bordes de la membrana vitelina se doblan ha-—

cia arrxriba y hacia adentro del anillo cubriendo sus paredes

(Fig.
8) .



La albGmina £lufda gue sirve como medio de cultivo al em-—

brisfn, se coloca por debajo de la membrana vitelina (Fig. 9).

6.1.2. T&cnica de cultivo in ovo.

i.a ca&scara de los huevos incubados se limpia con alcohol al

70%, los huevos una vez limpios se colocan en posicidn horizontal

¥ <on una aguja

o]

e diseccidbn se les hace un orificio en la c&mara

de aire, con la

H

inalidad de evitar gue el embridn se adhiera a -
la membrana de la c8scara, despugs mediante @l uso de un ovoscopio
se oObserva la posicifn del embridn dentro del huevo y se sefnala
su localizacidn exacta. Se abre en el cascarS6n una ventana de 1

2 = . . <
cm gque enmarxca al embridn (Fig. 10). Para reincubar el embridn,

la ventana se cubre con una tira de pepel auvtoadhesivo transparen=—

te (Fig. 11).

6.2. Técnicas para Preparax las Marcas.

6.2.1. Marca de Oxido de Hiecrxrro.

Se prepara de acuerdo a una modificacifén de la t&cnica de

Stalsberg y DeHaan (1969). Se vierte una solucidn alccoh&lica de

5xido de hierro en el fondo de una caja de Petri estéril; se co-

loca en el horno de esterilizacidn seca a una temperatura constan

te de 60° C durante 20 minutos ¥V se espera gue se evapore el al—--

cohol para obtener peguenos granulos de 6xido de hierro, gue se -

urilizan como marcas.

6.2.2. Marca de gelatina-tinta china.

Se preparan de acuerdo a la técnica propuesta por Seichert

({1965). La tinta china (colorante) se usa en una proporcidn de 15



gotas por un mililitro de solucién de grenetina est&ril al 3%,
&sta solucidn sirve para adherir la tinta china al filamento

de vidrio de un grosor aproximado de 10 micrdmetros, gue se

prepara al calentar con un mechero de Bunsen un fragmento de

varilla de vidrio de 5 mm de diametro y cuando est& al rojo
vivo, se estira r&pidamente con una fuerza adecuada para obte

ner los filamentos. Estos filamentos se recubren con la solu-—
cidn de gelatina-tinta china, mediante el uso de una asa de
vidrio gue se fabrica en forma similar a la de una asa micro-
biolSgica.

6.3. TéEcnica de Tincidn en Block (Verde Luz).

Fijador Bouin (5.4.2.2.)...-«...

cecressaans 2—24 hrs.
Alcohol 70% . .. icneeeecesoceoscnas

.. Hasta eliminar el exce

so de &dcido picrico.
Rehidratar nasta HZO destilada.

H,0 destilada...cceeeensncesccencnans ceceeceses 10 min.
Solucién acuosa de verde luz (5.4.2.3.).

e 4 eesacsancne 5 min.
H,O [ T = = I T - = Y 5 min.
AJcoDOl 358 .. c v eecoceesueasesnsosoconsscesscsssesaascesos 5 min.
AlcoONOLl 50% . e creeceaneacacneneensnsssessssensscanasaa- 10 min.

Alcohol 70%.........04-. «e 15 min.
Alcohol 85%......0c00 - e esecceaccss 15 min.
Alcohol 96%.....

. 30 min.
Alcohol absoluto (2 cambios) ......... ceeceee- 30 min. c/u
Salicilato de Metilo: Alcohol abscluto 1:1 . 30 min.
Salicilato de MetilO PUYO. ... .t et ececnciasessnasns-.-- Toda la noche.
Salicilato de Metilo: Xilol 1:1. e-e+ 10 min.
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Xilol T.o.o .t eeeeeruavennccccanconss

Xilol IX. ... cuceeocccecacennnancees

Montar en resina sintética.

6. 4. T&cnica para

Preparar

e e s ccacsaacssecsaacse-s 15 min

c e e eereecseircasnscenne 15 min

Muestras para

Microscopia

Electrdnica de Barrido.

Amortiguador de Cacodilato
©.16 M pH 7.2

Glutaraldehfdo 2.5% en amoxti
guador de CTacodilato 0.16 M
pH 7.2

Amortiguador de Caccdilateo
0.05 M pH 7.2 (5.4.2.4) (2

Tetrdxido de Osmio 1% en —
amortiguador de Cacodilato
0.16 M pH 7.2 (3.4.2.9)....

Alcohol 70%. ... it ianoecnnas
Alcohol 80%.. ...t ieeennneannna
Alcohcl 96% . ..t v cicennenenans
Alcohol 100% (3 cambios).....

Desecar las muestras en el
Montar las muestras en los
Recubrix
porador de

iones.

6.5.

(5.49.2.43) c - v e v ennaes

[ T O R

cambios

Portamuestras.

Técnica vara Preparar Cajas para

cdesecador por punto

critico.

. 2 a l1l2 hrs

- 15 min c/u

. 2 hrs

las muestras con una capa de oro de 30~-50 nm en el eva-

Microdisecciones.

La parafina se coloca en
suelve en

60° C, se

se vierte en una caja de FPetri

lidificar a

un vaso de precipitados v

de

cemperatura ambiente.

)

<m

ce

mezcla con el carbdn activado en

ciametro

se di-—-

un hornc para parafina a una temperatura constante de

una proporcién 1:1,

b

se

deja so



6.6. T&cnicas de Fotografia.

Se hicieron dos t&cnicas de registro fotogr&fico, corres—-—
pondiendo cada una de ellas al tipo de t&cnica empleada para el

cultivo del embridn.

6.6.1. Técnica de reaistro fotogr&8fico vara cultivo

in vitro.

Las fotografias fueron tomadas al inicio y final de cada
experimento en un microscopio Sptico con adaptador vara la cama
ra fotogrifica Cannon F 150, con aumento de 3$0x, apertura del
diafragma de 2.8 y tiempo de exposicidn de 1/2 segundo.

La pelfcula uvtilizada fue Kodak Plus X Pan 125 ASA, proce-—
sada en un tangue Paterson con revelador Microdol X en una pro-
porcifn 1:3, 12 minutos ¥y f£ijador ré&pido Kodak 2 minutos.

Las impresiones fueron hechas con una amplificadora marca
Amplimat, en papel Kodabromide F-3 e Ilfabrom F—-4, revelado con
Dektol o Ektaflo diluido 2:1 y fijado con fijador rapido Kodak.

1

6.6.2. TE€cnica de registro fotrogr&fico para cu

in ovo.

Las fotograffas del inicio del experimento fueron tomadas
en un microscopioc estereoscdSpico con adaptador para ca@mara fo-
tografjica Cannon ¥ 150, a un aumento de 28x, apertura del dia-
fragma de 4 y tiempo de exposicidn de 2 segundos. El registro
fotogrdfico de las microdisecciones fue realizado en un micros-—

copic Nikon Multiphot con camara fotograrfica integrada, objeti-—

vo 65 mm,diafragma 4 ¥y tiempbo de exposicidn de un segundo.



I.a pelicula, el papel fotogrifico y el proceso de revelado

fueron semejantes a los descritos para marcaje im vitro.

7 .= METODO.

Se hicieron experimentos de marcaje in vivo con el propd-

sito de investigar en gu& estadio del desarrcollo del corazdn a-

parece la regidn cardiaca primitiva gue da origen a la c&mara

de entrada ventricular (Fig. 12). Una vez gue se identificd es-—
ta regidn, se realizarcon estudios de anatomia microscépica.

Se utilizaron huevos £&r-tile = 1 de la raza Plymounth
Rock gue se incubarxron a una temperatura de 37.5° C — 38° C v una
humedad relativa de 85 %, el tiempo necesario para obtener em—-—
briones de los estadios regueridos para los experimentos. La e-—
dad de los embriones se determiné usando la clasificacif6n de los
estadios del desarrollo de Hamburger & Hamilton (1951) gue rela-

ciona la cronologia con la morfologia.

Experimentos de marcaije.

Se hicieron dos series de experimentos de marcaje, la prime-—

ra destinada a conocer el estadio de aparicidn del primordium de

la c&mara de entrada ventricular y =2 la vez precisar su limite
ventricular (Figs. 12, 13). La segunda serie se hizo para inves-—

tigar el limite auricular édel primordium de la cimara de entrada
ventricular, tabla 1 (Figs. 12, 14).

Debido a gue en los estadios tempranos del desarrcollo, el

embridn descansa con su superficie ventral sobre el vitelo, los

embriones de los estadios 9 y 12 se cultivaron im witro con la



con la té&cnica de New (1955), gue mantiene al embridn con su

superficie ventral hacia el observador (6.1.1). A partir del
estadio 14 los embriones se cultivaron im ovo (6.1.2) porgue
en este estadio se inici la circulacidfn de la sangre vy las

t&cnicas de cultivo im vitro producen trastornos hemodinimicos
gue dan como resultado

un desarrollo anormal &del corazdn.

Los embriones cultivados im vitro se marcaron con particu

las de 6xido ée hierro (6.2.1) porgue en los estadios tempranos
del desarxrrollo las paredes del corazdn son muy fxi

1

ables ¥ no

permiten el empleoc de las marcas de gelatina—-tinta c¢china. Los
embriones cultivados in ovo s& marcaron con una mezcla de ge-—
latina-tinta china (6.2.2), va gue las paredes del corazdn son
menos friables y es posible introducir la marca sin interferir

con el desarrollo normal del corazdn.

Los embriones de las dos series de experimentos fueron rein
cubados en una estufa de cultivo a 37.5° C, 90% de humedad y una

tensibn de CO., de 5%.

También se cultivaron embriones controles gue se incubaron

bajo las mismas condiciones gue los embriones marcados, adem3s
los corazones marcados de las dos series de experimentos, fueron

comparados con corazones normales e la misma edad.

Serie I.

Iste experimento se realizd para investigar si en el esta-

dio 12 (asa) aparece el primordium de las camaras de entrada

ventriculares y a la vez establecer sus limites con el primox-—
dium de la porcidn trabeculada =1 ventriculo izguierdo (Figs.



- 29 -

12, 13). Elegimos el estadio 12 (asa) peorgue sabemos gue en el
corazdn en preasa (estadio 9 ) existe solamente el primordium
de la porcién trabeculada de ambos ventriculos. Con este pro-

p&sito coleocamos una marca (a) en el extremo caudal del cora-—

z8n en preasa (estadio 27) (Figs. 12a, 13aA),la estudiamos en
estadio 12 (asa) (Figs. 128, 13B) ¥ continuamos con el rastreo
hasta corazfdn maduro (estadio 35) (Figs. 12D, 13F). Por las

razones de orden técnico antes mencionadas, tanto de cultivo
como de marcaje im vivo, este experimento se realizb en tres

etapas.

En_ la primera etapa a cuarenta y cinco embriones del estadio 9

cultivados in wvitro (6.1.1), se les colocd una particula de &xi
do de hierro (marca a) en el extremo caudal del corazdn vy se
rastreo hasta el estadio 12 (estadio de asa) (Figs. 12a, B; 13a,
B) . Para colocar esta marca fue necesario dejar expuesto el co-—
razbébn mediante la té&cnica de Castro-Quezada, et al (1972), gue
consistid en lo siguiente: se hicieron dos cortes paramediales
en la membrana del saco witelino gue se extendian desde el plie
gue subcefdlico hasta el nivel del primer par de somitas. Poste
riormente se hizo un corte verpendicular a los anteriocres y pa-
ralelo, adyacente y caudal al pliegue subcefilico para poder
rlegar la membrana hacia la regidn caudal. Se tomd una peguena
particula de &xido de hierro con una aguja de vidrio , se colocd
en el extremo caudal del corazdn ¥y se verificd gue guedara bien
incrustada en las paredes cardiacas para evitar gue se despren—

diera.

La segunda etapa de este experimento se realizd come un paso in

termedioc para rastrear la marca (a) desde el estadio 12 al 14
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porgue como yva se habfa mencionado, las técnicas de cultivo in

vitro no permiten el desarrollo normal del corazdn después del

estadio 1l4. En esta etapa, cuarenta y cinco embrignes del esta-—
dioc 12 fueron marcados en el mismo sitio donde se encontrd la
marca (a) al final de 1ia s decir en la rama

caudal del asa a 110 micrdm

guierdo (Compare € con B en Fig. 13). Esta marca se rastred has
ta el estadio 14 (Figs. 12C, 13D). Las técnicas de cultivo y
marcaje Zuteron

Iguales a las descritas en la primera etapa.

La tercera etapa s

hizo para conizinuar el rastreco de la marca

(a) hasta corazédn maduro {estadio 353). Cuarenta y cinco embrio-—
nes del estadio 14 se

marcaron con gelatina-tinta china vy

se
cultivaron im ove (G.1.2), se colocd la marca (a) en el mismo
lugar en el gue se encontrd al final del

del experimento de la se-—

gunda etapa, © sea en la superficie cdncava del asa en su rama

caudal a 135 micr8metros del surco interventricular izguierdo

{(Compare © con D en Fi 13). Para colocar la marca de gelatina-

tinta china, se expuso el corazdn disecando la membrana viteli-
na, la pared ventral del cuerxpo v la membrana pericardica, se -—
tomd un fragmento de filamento de vidrio de aproximadamente 5 mm
de largo cubierto con gelatina-tinta china (marca a), se intro-
dujo en la pared del corazdn en la regidn a mnarcar vy se cejd du-—
rante 153 minutos,

Eespuds se retird el filamento e vidrio gue-

dando una pelicula de gelatina-—tinta china incrustada en el te-

jido. Una vez terminado el marcaje, los embriones se reincubaron

hasta alzanzar el estadic 35 (corazdn maduro) ((Figs. 12D, 13F).



Al f£inal de este experimento,

los embriones fueron fijados y se

disecd el corazdn para conocer la ubicacibén definitiva de la mar
ca (a).

Serie II.

Este experimento se hizo para investigar si el surco atrio

ventricular el estadio 12 corresponde al surco atrioventricu-

(estadio 35) y» de

lar del corazdn maduro esta manera establecer
i

el l1fmite atrial del primordium de las camaras de entrada ven-
triculares (Figs. 12, 14). Con este propdsito, sc colocd una —
marca (b) en el surce atrioventricular derecho en el estadio 12
¥ se rastred hasta corazdn maduro (estadic 335) (Figs. 12, 14).
Por las razones de orden técnico antes mencionadas este experi-—-
mento se tuvo que

embriones del estadio 12
surco atrioventricular derecho vy
(Figs. 128, C; 14a, B). Estos em
ficie ventral hacia arriba
v fueron disecados con
. La marca gue se colocd fue
Zcnica descrita en -
La segunda <¢tapa se

llevd a cabo wara continuar rastreando la

marca b hasta corazdn maduro (estadio 35) (Figs. 12C, D; 1acC,D).
Cuarenta Yy cinco embriones del estadio 14 fueron marcados en el

mismo sitio donde la marc {p) se encontrd al £inal del experi--—



mento de la etapa anterior, o sea en el surco atrioventricular

(Compare C con B en Fig. 14). El marcaje en esta serie

derecho
usando una mezcla de gelatina-tinta

fue hecho im ovo (6.1.2),

china y siguiendo la misma té€cnica cescrita para el marcaje en

la etapa 3 de la Serie I. Una vez colocada la marca, los embrio
nes se reincubaron hasta alcanzar la etapa de corazdn maduro
los em

Hy

e

{estadic 35) (Figs. 12D, 14D). Al inal el experimento,
briones fueron fijados w el corazén Zfue disecado para buscar la

ubicacién f£inal de la marca (b).

Estudios de anatomia microscépica.

Se estudiaron los cambios morfoldgicos en el corazdn de

los embriones de los estadio 12, 14, 18 vy 35, se puso especial
énfasis en la relacifn topogrdfica cgue guardan la diferentes
estructuras embriocldgicas gue integcran el corazdn en estos es-—
tadios. Con este propfsito se hicieron microdisecciones, tin—-—
ciones en block y estudios de microscoplia clectrénica de barrxi

do.

Los corazones disecacos, s¢ fijaron en alcohol al 70% ¥y
se fotografiaron con un microscopio NiXon Multiphot. Los embrigo
nes tenides en block, se fijarcon en Bouin (35.4.2.2), se tiheron
con verde luz (5.4.2.3) ¥ se transparentaron con salicilato de
Para realizar los estudios de microscopia

metilo-—xilol (6.3).
los embriones se fijaron con glutaral—-

electrdnica de barrido,
{(5.4.2.6),

n amortiguados de cacodilato 0.16 M

dehido al 2.5%
(5.4.2.9), se deshi

se post-fijaron en tetrSxido de osmio al 1%

drataron con alcohecles graduales y se desecaron por punto criti



co con CO,, en un desecador Samdri 780 A. Las muestras se cubrie

ron con una capa de oro de 35 nm de espesor en un sombreador

Denton—Vaccum Desk 1A v se observaron en un microscopio electrd-—
nico de barrido Jeol (6.4). A los embriones de los estadio 18 y
35 se les hizo una diseccifn previa de las cavidades cardiacas

para poder estudiar con mayor precisidn su estructura anatSmica.

8.—- RESULTADOS .

Experimentos de marcaje.

Serie I.—- Esta serie se realizé en tres etapas, en la prime-—

ra, en los cuarenta y cinco embriones en gue se colocb la marca
(a) en el extremo caudal del corazdn en etapa de preasa (estadio
97) (Figs 12a, 133A), la marca se hallé en el estadioc 12 en la su-

perficie ventral o anterior del asa, en su rama caudal a una dis-—

tancia promedio de 110 micrémetros del surco interventricular iz-—-

guierdo (Figs. 12B, 13B). kn la segunda etapa los cuarenta y cin-—
co embriones en los gue se colocd la marca (a) en el estadio 12
en el mismo sitico en gue se encontrd dicha marca (a) al f£inal de
la etapa anterior (Compare C c¢con B en fig. 13), &sta marca fue -
encontrada en el estadioc 14 en la superficie ventral o anterior
del asa, en su rama caudal & 135 micrdmetros del surco interven
tricular izguierdo (Figs. 12C, 13D). En la tercera etapa en los
cuarenta y cinco embriones del estadio 14 en los gue se colocd
la marca (a) en el mismo lugar en gue aparecid al £inal de la e-
tapa anterior (Compare = con D en Fig. 13}, dicha marca (a) se




halld en el corazbn maduro (estadio 35) en la pared libre del
ventriculo izguierdo, en el limite entre la porcifn lisa ¥y
trabeculada (Fig. 13F).

Serie II.- Esta serie se realiz8& en dos etapas, en la pri-
mera, los cuarenta ; cinco embriones en gue se colocd la marca
(b) en el surxco atrioventricular derecho en el estadio 12 (asa)
(Figs. 12B, 14A) presentaron la marca en el estadio 14 en este
mismo surco (Figs. 12C, 14B). En la segunda etapa en los cuaren
ta ¥y cinco embriones en gue se colocd la marca (b), en el esta—
dio 14 en el mismo sitic en gue se encontrd al final de la eta—
pa anterior © sea en el surco atrioventricular derecho (Compare
C con B en Fig. 14), dicha marca se encentrd en el corazdn madu
ro (estadioc 35) en 20 casos en el surceo atrioventricular izguier
do en la proximidad de la cruz del corazdn y en 25 en la inser—

cién septal de la valva anterior de la mitral (Figs. 12D, 14D).

Estudios de anatomfa microscdrica.

Las microdisecciones, tinciones en block y observaciones
con el microscopio electrdSnico de barrido muestran gue:

En el estadio 12 se ha terminado la fusidn de los primordios car

diacos, el corazdn tiene forma tubular y ha comenzado el proceso
de torsidn, aparece el asa bulboventricular gue es convexa a la
derecha y cSncava a la izguiecrda ¥y tiene una pared anterior o ven
tral y otra posterior o dorsal (Fig. 15A). Esta asa tiene dos ra-
mas, la ascendente gue es derecha y cefdlica y la descendente

que es caudal e izguierda, ambas ramas estin separadas por el sur

co interventricular izguierdo (Fig. 15A). Adem&s se observa gue
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el surco atrioventricular derecho es mis pronunciado gue el iz-
guierdo (Figs. 13B, C; 14A). Durante este estadio se termina el
proceso de torsidn del corazdn en el plano frontal y se inicia
en el plano sagital. Al mismo tiempo, la parte convexa del asa
comienza a hacerse m&s caudal. No se encuentra alguna estructu-
ra anatdmica mediante la cual se pudiera establecer el limite
entre el primordium de la porcifn trabeculada del ventriculo iz
guierdo y el de las camaras de entrada de ambos ventriculos (Fig.
15A).

En el estadiuv 13 desaparece el mesocardio dorsal a nivel

del surco interventricular izguierdo, la rama ascendente o cefé
lica ademds de ser derecha se vuelve ventral vy la rama descen--
dente o caudal ademds de izguierda se torna dorsal, y se origi-
na un asa con su superficie convexa ventral y derecha y la cdn-
cava dorsal e izguierda (Fig. 158B). En este estadio ambos sur-—

lares esti&n bien definidos ¥ no existe una

[«

cos auriculoventric
estructura anatdmica Que permic establecer el lfimite entre el
primordium de la porcidn trabeculada del ventriculeo izguierdo y
el de las ca&maras de entrada ventriculares (Fig. 15B) . AGn no
se ha iniciado la septacidn cardiaca.

En el estadio 18 las cavidades cardiacas ocupan la posicién

cue se observa en ¢l corazfn maduro ¥y se inicia la septacidn del
corazén (Fig. 16). La camara de entrada ventricular gue era Gni-
ca, gueda dividida en c&mara de entrada del ventriculo derecho

v cdmara de entrada el ventriculo izguierdo por los cojines in-
ferior (dorsal) ¥y superior (ventral) del canal atrioventricu-

lar, los cuales forman parte de un septum gue esta constituido



adem&s por el septum primm Yy el tabigue interventricular pri-
mitivo (Fig. 16).

En el estadio 35 se

na terminado la septacidén cardiaca,
por consiguientes nha cerrado el foramen interventricular
(Figs. 13F 14D

’

™
w
¢}
-
0

ndo se disecan las paredes libres de
las cavidades i:c

gue la aurificula izguiexr
da se comunica con el veontrficulo izguierdo a través de la val-
vula mitral y gue de este ven fculo surge la aorta (Figs. 13F, %
Ademis sec Tse ¢

el ventriculo izguierdo

14D, 158).

tanto en su pare

0,
e
V-
U
H
i

X '
1re septal, existe una
clara delimitacién entre

gue corresponde a la
c&mara de entrada y otra trabeculada, gue es la porcidn trabe-—
culada de este ventriculo (Figs. 13F¥, 14b, 15C, flecha).

9.- DISCUSION.

En el estadio 12 (asa) aparece un nuevo segmento en la ra-—

ma descendente el asa bulboventricular, caucdal a la marca(a)
(Figs. 128, 13B) gue fue colocada en el extremo caudal del co-—
razdn en tubo recto {(estadio 9°) e a corresponde al limite
entre la porcidn lisa vy trabeculada del entricule izguierdo
en el corazdn iro {estadio 35) (Compare ¥ con A en Fig. 13)
(de la Cruz,

hecho nos permite concluir gque
el primordium de 1

entrada wventriculares, aparece
en el estadic 12z (Fig. 12). AdemAs la marca (a) fue rastreada

el limite entre la por-—-—

e



cifn lisa (ca&mara de entrada) y la porcidn trabeculada del ven-—
trficulo izquierdeo (Figs. 12, 13). Estos resultados est&n de a-—
cuerdo con los hallazgos previos obtenidos por nosotros (de la
Cruz, et al, 1989) en el estudio de la constitucifén embrioldgi-
ca del corazdén en tubo recto (estadio 9 , preasa).

La marca (b) gque se colocd en el surco atrioventricular de
recho en el estadio 12 (asa), fue encontrada en el corazdn madu
ro {(estadio 35) en el surco atrioventricular izguierdo, limite
atrial de la camara de entrada de este ventricule (inlet) (Com-
pare D con A en Fig. 14). Este resultado nos permite conclufir
gque el surco atrioventricular derecho del corazdn en el estadio
12 (asa) corresponde al limite atrial del primordium de las cé&-
maras de entrada ventriculares {(inlets). Adem@s se comprueba
gue los surcos atrioventriculares Yy los atrios primitivos apare
cen en el estadio de asa (estadioc 12), como habia senalado Cas-
tro—Quezada, et al, (1972). Estos resultados, unidos a los obte
nidos con la marca (a), nos permiten no solamente establecer
gque el primordium de las cimaras de entrada ventriculares apare
ce en el estadio 12 {(asa), sino también precisar sus limites
(Fig. 12).

La marca (a) siempre se encontrd en el corazdn maduro (es-—
tadio 35) en la pared izqguierda (pared libre) del ventriculo
izguierdo, en el limite entre el inlet vy la porcifn trabeculada,
nunca la encontramos en la pared derecha del ventriculeo derecho.

Esto se debe a gue mediante el proceso de torsién del tubo car-—



diaco, la pared anterior del primordium de las c&maras de entra
da ventriculares del estadio 12 serid su pared izguierda en el
estadioc 18 ¥y la pared posterior, su pared derecha (Compare B
con A en Fig. 17). Por consiguiente la marca (a) gue se encon-
txr85 en el estadio 12 en la pared anterior en el limite entre el
pPrimordium de las camaras de entrada ventriculares y el de la
porcifin trabeculada del ventriculo ierdo (Fig. 13B), apare

U
cerd en el mismo limite en la pared libre o

'8
'

zguierda del ven-—
trficulo izguierdo en el corasdGn maduro (estadio 35) (Fig. 13F) .

Es importante se

o

lar gque ¢on el estadio 18, el primoxrdium cde
las ca&maras de entrada ventriculares gue era Gnico gueda 4divi-
dido en camara de entrada ventricular derecha e izguierda por
los cojines dorsal y ventral del canal atrioventricular gue
forma parte de un tabigue gue est&@ constitufdo ademés por el
septum primum » el tabigue interventricular primitiveo (Fig. 16).
Las caracteristicas andtomo-embrioldgicas peculiares de este
septum, permiten gue cada una de las aurfculas se comunigue

con su ventriculo correspondiente (Figs. 16, 17B) (e la Cruz,
et ai, 1583).

La marca (b) gue se colocS en el surco atrioventricular de-—
recho en el estadic 12 (Figs. 12B, 143A), se encontrd en el cora-
z6n maduro (estadio 35) en el surco atrioventricular izguierdeo
(limite atrial &del inlet) (Figs. 12D, 14D), en la zona prd&xima
a la cruz del corazdn en 20 casos y en la insercidén septal de
la valva anterior de la mitral en 25 casos (Fig. 14D). Esto se
debe a gue mediante el proceso de torsidn del tubo cardiaco, el

surco atrioventricular derecho del estadio 12 ( £lecha),




ocupa en el estadio 18 una pesicidn inferior (Fig. 17B £1lecha)

¥ ademis en esta regidn aparece el cojin inferior o dorsal del

canal atrioventricular (de la Cruz, et al, 1983) (Figs. 16,

17B). Por consiguiente el surco atrioventricular derecho del

estadio 12 Fig. 14A) da origen en el corazdSn maduro (estadio

35) a la regidn del surco atrioventricular izguierdo prdxima
a la eruz édel corazdén y €l cojin inferior o dorsal del canal

atrioventricular a

ila porcidén de la valva anterior de la mitral

gque se inserta en el tabigue interventricular (Fig. 14D) (de 1la

Cruz, et al, 1983). Esto explicaria la ubicaciétn £inal de la

marca (b) en el corazdén maduro (estadio 35).

Argliello, et al, (1986) estudiando los potenciales eléctri

cos intracelulares en el corz2zdn del embridn de pollo, encontrd

en el estadio 12 un nuevo tipo de potencial en la regidn gue &1

denominé canal atrioventricular y gue corresponde en nuestro ma

texial a la regidSn del primordium de los inlets gue aparece tam

bié&n en esta estadio. Estos hallazgos apoyan nuestros resultados

obtenidos con las técnicas de marcaje in wivo.

En el afios de 1989 de la Crucs

, et al, cdemostraron gue el co

razdn en tubo recto estd constituide exclusivamente por el pri-
mordium de la porcibn trabeculada del ventriculeo derecho y el
del izguierde, lo cual niega la existencia de las cavidades car

diacas primitivas, es decir, gue durante ¢l desarrollo embriolsd

aparecen los primordia de las diferentes regio
nes anatdmicas en gque estin divididos los ventriculos: cé&mara
de entrada,

porcidn trabeculada y cimara de salida (Anderson, et



al, 1978 y Anderson y Beckexr 1981) (Fig. 188, C). Previamente
en 1977 se habfa encontrado el primordium de los infundibulos

ventriculares (de la Cruz, et al, 1977) pero desconociamos en

qué estadio del desarrollio aparece el primordium de los inlets

ventriculares. La informacidn dada en este trabajcoc al demostrar

gue el primordium de las camaras de entrada ventriculares sur-—

ge en el estadio 12, amplia los conocimientos gue tenemos res-—

pecto a las regiones cardiacas primitivas y su expresién anatd
mica en el corazdn maduro (Fig. 18).

Debido a la gran similitud anatdmica y embrioldgica gue
existe entre el corazdén humano y el del pollo, pensamos gue la

nueva informacidn obtenida con las té&cnicas de la embrioclogia

experimental en el estudioc del desarrollo normal del corazdn
del embridn de pollo, s indispensable para evaluar los resul-

tados obtenidos en el hombre mediante las técnicas de la embrio

logfa descriptiva, ya gue es obvio guc las té&cnicas experimen-—

humano. Por consiguiente los

vt

tales no se pueden aplicar cn e
resultados experimentaices sobre el origen embrioldSgcico de las
diferentes regiones anatbmicas gue constituven el corazdn madu
ro, proporcionan una base embrioldgica s&lida a la divisidn a-—
natfmica de los ventriculos en el hombre propuesta por anderson
et al, (1978) vy Anderson y Becker (1981) (Fig. 18).
Los conocimientos cobtenidos con el usco exclusivo de las

t&cnicas de la embricleogia descriptiva condujeron & un concep—
to eminentemente preformista del desarrollo embrioldgico normal

del corazdn, un ejemplo al respectre es o1 haber establecido gue



en el corazdn en tubo recto esti&n presentes los primordia de

cada una de las cavidades gue constituyen el corazdn maduro. A
estas cavidades se les denomind "cavidades cardiacas primitivas®.
El empleo reciente de las té&cnicas de la embriologia experimen=—
tal: de cultivo y de marcaje in wvivo v los registros de poten—
ciales elé&ctricos intracelulares en el estudic del desarrollo
embrioclSgico normal del corazdn, demosiraron gue ne aexisten las

cavidades cardiacas primitivas sino gue lo gue ocurre durante
el desarrollio del tubo cardiaco es gue desde el estadio 9 al
13—-22 aparecen las regiones cardiacas primitivas. Esta gran dis
crepancia entre los conocimientos clé@sicos » los recientes se
cdebe a gue las técnicas de la ecmbriologia descriptiva no son a-—
decuadas para investigar el destino prospectivo de las estructu
ras embriolfgicas porgue no permiten rastrearlas de una manera

continua desde gue aparccen hasta su expresidn anatémica en el
corazén maduro, lo gue impide conocer su destino prospectivo.
El conocer gue durante la merfogénesis del corazdn del em-—

bridén de pollo las regiones

cardiacas primitivas no aparecen
simultidneamente, sino gue 1o hacen en diferentes estadios del
desarrollo y dan origen a zonas especificas de las cavidades
ventriculares en el corazén maduro y no a una cavidad ventricu-—
lar completa, nos permite explicar la existencia de las cardiopa

tfias congénitas complejas en las que estln presentes mltiples

malformaciones cardiacas y ademis podemos inferir qgue la com-—

plejidad de una cardiopatia congé&nita tanto en el hombre como

en el pollc, depende del estadio del desarrollo en gue actla

un teratogé&no.
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TABLA 1
EXPERIMENTOS DE MARCAJE

EXPERIMENTO ESTADIO DE MARCAJE Y NUMERC DE EMBRIONES OPERADOS
|
la. ETAPA _ i 2a. STAPA 3a. ETAPA
(ESTADIOC 9 -12) 1 (ESTADIOC 12-143) (ESTADIO 14-35)
SERI1IE I l
45 s a5 45
la. ETAPA 2a. ETAPA
(ESTADIO 12-14) (ESTADIO 14-35)
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Fig. 12.

Representacidn diagramitica de los experimentos de marcaje in wivo

en el embrién de pollo gue demuestran gue el primordium de la c@mara de en-—

trada ventricular (inlet) aparece en el
rresponde al primordium de la c@mara de
12 ¥y 14 ¥y su manifestacidn anatOmica en
(B) Etapa de asa temprana; (C) Etapa de
limite ventricular; o, limite auricular.

estadio 12. La regidn sombreada co-—
entrada ventricular en los estadios
el estadio 35. (A) Etapa de preasa:;
asa tardfa; (D) Corazdn maduro. a,

- LS -



Fig. 13. Experimento de marcaje in wvivo realizado para inves
vestigar el estadio de aparicidn del primordium de la cdmara
de entrada ventricular (inlet) y conocer su 1limite ventricu-—
lar. (A) Embridén en el estadio de corazdn en tubo recto (es-—-
tadio 9 }) con una marca (a) colocada en el extremo caudal
del corazén x32. (B) Fl mismo embridn en el estadioc 12 x 32.
(C, D) Paso intermedioc para rastrear la marca (a) del esta-—
dio 12 (C) al estadio 14 (D) =x32. (E) Embridn del estadio 14
en el gue se colocd una marca (a) de gelatina—tinta china en
el mismo lugar en gque se encontrd la marca de &xido de hie-—
rro »x32. (F) El1 mismo embrifn en el estadio 35 (corazdn ma-
duro) mostrando la marca (a) en el limite entre la porcibn
lisa y trabeculada del ventriculo izguierdo x25.
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Fig. 17. cambios topogra-—
ficos del primordium del inlet del estadio 12 al 18. (A)

gquema de la superficie ventral del corazdn del estadio 12
en el gque se ha separado el primordium del inlet (zona som-—
breada) . (B) Esguema de una microdiseccidn de las cavidades
cardiacas izgquierdas del corazdn del embridn de pollo del
estadio 18,

Representacidn esgquemitica de los

Es

la zona sombreada senala el primordium del in-—
let. Observe cdmo debido a los procesos de torsidén del asa
bulboventricular, ¢l surco atrioventricular derecho del
estadio 12 (flecha) corresponde al surco atrioventriculax
izguierdo del estadio 18 (flecha), donde ademids se desarro-—
lla el cojin inferior del canal atrioventricular (CICA-V).
C, cono; PPTVD, primordium de la porcién trabeculada del
ventriculo derecho; PPTVI, primordium de la porcién trabe-—
culada del ventriculo izguierdo; INLET, primordium de las
camaras de entrada ventriculares; AD, aurficula primitiva
derecha; AI, aurficula primitiva izguierda; VI, ventriculo
izguierdo; T, tronco; CSCA-V, coiin superior del canal
atrioventricular.
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Fig. 18. Esguemas representativos de la constitucidén embriold
gica y divisi6n anatfmica de los ventrficulos maduros. (A) Co-—
razbn en preasa. (B) Corazdn en etapra de asa temprana. En am-
bos se senalan las distintas regiones cardiacas primitivas

gque los constituyen. (C) Ventriculo derecho (VD). (C) Ventri-
culo izguierdo (VI). CS, camara de salida; RTVD, regidn trabe
culada del ventriculo derecho; RTVI, regidn trabeculada del

ventriculo izguierdo; CE, c8mara de entrada (inlet).
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