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1. RESUMEN

Con el objeto "de conocer la etal;a precisa y cambios
morfoldgicos que ocurren en el proceso de formacién de la valvula
mitral, y la participacién de 1las distintas estructuras
embrionarias en las diferentes porciones de la vé&alvula, se
realizé un estudio morfolégico en corazones de embriones y fetos
de pollo desde el estadio 28 (5 % - 6 dias) hasta el estadio 46
(21 dias) de Hamburger y Hamilton; los especimenes fueron
estudiados con microscopia foténica estereoscépica, microscopia
electrénica de barrido y cortes histolégicos seriados; se hizo el
registro fotomicrogriafico de 1los cambios mis importantes

observados con las tres técﬁicas.

Los primordios de los muscules papilares fueron detectados
desde el estadio 28 mediante microscopia electrénica de barrido y
se observaron claramente conformados antes del estadio 46 (etapa
de eclosién). Se encontré que este modelo presenta tres mdsculos
papilares: uno anterior, uno posterior y el otro lateral

(izquierdo).

Los primordios de los velos valvulares fueron también
detectados desde el estadio 28 con microscopia electrémnica de
barrido, pero atin en el momento de la eclosién no mostraban la
constitucién histoldégica de 1los corazones post-natales, 1lo que
nos indica que esta porcién de la valvula mitral no concluye su

morfogénesis wsino hasta l1la etapa post-natal.



Los primeros esbozos de formac:lon de las cuerdas tendineas

fueron detectados en el ‘estacﬂo 30 (6 % - 7 dias), aunque no fue
sino hasta el estadio 38 (12 dfas) en que se observaron las
primeras fenestraciones que conducir;an a la liberacién de las
cuerdas tendineas; para el momento de la eclosiém adn se viercn
cuerdas tendineas en proceso de formacién, que nos indica que
también esta porcién de la vAalvula mitral concluye su
morfogénesis hasta la etapa post-natal. El1 desarrollo de las
cuerdas tendineas de la valva anterior o septal de la mitral
siempre estuva mas avanzada que el de las cuerdas tendineas de la

valva posterior o parietal.

Este trabajo nos permite concluir que la valvula mitral en
el embrién de pollo se desarrolla del estadio 28 (5 % - 6 dias)
hasta después del estadio 46 (21 dias), es decir de la etapa
embrionaria a la etapa post-natal. También nos permite afirmar
que la expresién anatdémica final de esta vilvula es ligeramente
diferente a l1la del hombre, que ha sido considerada semejante por
todos los autores. Para clarificar la semejanza o diferencia de
la morfogénesis de la valvula mitral del corazén del pollo y de
los mamiferos, seria necesario realizar un estudio semejante en
el corazén de algin mamifero (que podria ser la rata o idealmente
el hombre); de igual wanera seria necesario disefiar estudios
especificos para determinar con precisién los mecanismos basicos
del desarrollo involucrados en todo este evento de 1la

cardiogénesis.
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2, INTRODUCCION

2.1, GENERALIDADES Y REVISION HISTORICA

La v&lvula mitral es una porcién del corazén que regunla el
Paso de la sangre del atrio izquierdo al ventricunlo izquierdo, e
impide su reflujo durante la sistole ventricular. Anatémicamente
esta valvula estd constituida por un anillo fibraso (de sostén),
dos velos valvulares (que ocluyen el orificio valvular durante 1la
sistaole ventricular) y un complejo misculoc - tendinosc (que une a
los velos valvulares con el miccardio ventricular e impide el
prolapso de aguellos hacia la cavidad atrial). Embriolé6gicamente,
todos los autores consideran que esta valvula se desarrolla a
partir de la regién del corazénm embrionario denominada como

"ecanal atrioventricular" y del miocardio del ventricnlo primitivo.

L.a morfogénesis del corazén ha side y continda siendo un
tema de interé&s entre los embridlogos y morfdélogos en general,
dada la gran trascendencia gnre este Sygano tiene no s6lo para su
desarrollo en =si, sino también para l‘os restantes 6rganos y

sistemas de la economia.

Los primeros estudios sobre el desarrollo embriolégico del
corazén datan del sigla XVII, en que VESLING (1664), haciendo uso
de un microscopio rudimentario, hizo una descripcién detallada
del corazén del embrién de polle; también en esa é&poca, MALPIGHI

(1673) hizo un minucioso estudio sobre el desarrollo temprano del



. microscopio como instrumento de rutina. Es a VON HALLER

(1758) a quien se atribuye la primera descripcién correcta del
qesaréoilo cardiaco del embrién de pollo, y la existencia de 1la
éorcidn del corazén gque separa la auricula comGn del ventriculo
p’r'imitivﬁ, a la cual denominé “canal auricularis®;, a é&sta

poreién, la casi totalidad de los embriflogos posteriores a VON

HALLER' la han designado como canal atrioventricular.

MALL (1912), FRAZER (1916) y WATERSTON (1917) describieron
en el hombre en el interior del canal atrioventricular dos
engrosamientos mesenquimales recubiertos de endocardio, a los que
designaron como coJjines endocArdicos superior e inferior del
canal atrioventricular, resaltando el papel que é&stos tenian en
la septacién del corazén y en la formaci6én de las valvulas
auriculoventriculares. ODGERS (1937) sernalé la importante
participacién que tienen dichos cojines endocirdicos en 1la
formacién de la porcién membrancocsa del septo interventricular,
mientras KRAMER (1942) y STREETER (1945), ademids de remarcar la
importante participacién de dichas estructuras embrionarias en la
septacidn del corazdén, atribuyeron a ellas un papel crucial en 1la
conexién de la aorta al ventricule izquierdo. Em 1962, VAN MIEROP
Y Cols. hicieron una seria revisién del tema, recapitulando 1la
importante participacién del canal atrioventricular embrionario
en el desarrollo normal y anormal del corazén, en general, y de
las valvulas tricuispide y mitral, en especial. Hasta ese momento,
el estudio de esta estructura embrionaria habia sido hecho por

lozs diferentes autores utilizando las técnicas cl&asicas de la



embriologia descriptiva (corfes histqlﬁgicbs seriados y-o
. reconstrucciones en cera), habiéndose empleado diferentes modelos
“(pollo y hombre, fundamentalmente), y extrapolando sus

observaciones de una especie a otra en forma indiscriminada.

A partir de la dacada de los 70's, se incorporaron nuevas
técnicas en el estudio de la formacién del corazén, tales como la
microscopia electrénica de transmisién y barrido, y las técnicas
experimentales de marcaje selectivo "“in ovo", estas Wltimas
obviamente s6l0 factibles en embriones de pollo. Asf, HAY (1972)
y LOS y Cols. (1973) utilizaron 1a microscopia electrfnica de
transmisién para estudiar el proceso de fusién de los cojines
endocardicos del canal atrioventricular; DE LA CRUZ y Cols.
(1983) y GARCIA-PELAEZ y Cols. (1984) estudiaron el desarrollo de
dichas estructuras utilizando marcaje selectivo "in ovo" en
embriones de pollo; NOBLE y Cols. (1983) y MORSE y Cols.
(1984) utilizaron la microscopia electrénica de barrido para
estudiar la formacién de las cuerdas tendineas de la vé&lvula
mitral en el embrién de pollo; ARTEAGA y Cols. (1988) y ARGUELLO
Yy Cols. (1988) estudiaron el proceso de fusién y desarrollo de
los cogjines del canal atrioventricular con microscopia
electrénica de barrido, ambos en embrién de pollo. Todas estas
contribuciones han permitido un avance notable en el conocimiento
sobre el desarrollo de esta regi6n, fundamentalmente en el
proceso de fusién de los cojines endociArdicos superior e inferior
Yy en las estructuras anatémicas en que participa. Muchos otros
autores han contribuido en uno u otro aspecto al conocimiento

sobre este tema, utilizando diferentes té&cnicas (MARKWALD, 1977;



'MORSE, 1984; WENINK, 1985; MAGOVERN,

Sin emhargo, aunque se ha avanzado en forma considerable
quedan  atin grandes lagunas que impiden la comprensién real del
procesa. Dos son las causas fundamentales a las gue se debe esto:
1) La mayoria de estos estudios han abarcado s6lo hasta el
momento en que termina la fusién de los cojines endocardicos,
etapa en la cual la vAalvula mitral es adin rudimentaria,
representada por un engrosamiento difuso del borde libre del
orificio atrioventricular izquierdo (gune durante la sistole
ventricular ocluye a manera de * un diafragma " el orificio, e
impide el retorno de la sangre al atrio izquierdo), especulindose
que ocurre entre este momento y cuando la vAalvula ya estid
constituida con todos sus elementos; y 2) La extrapolacién
indiscriminada de las observaciones de un modelo a otro y-o las
diferentes técnicas empleadas en los estudios, han provocado gran
confusidén y controversia, ya que aunque aparentemente hasta el
momento de la fusién de los cogjines el proceso parece ser similar
en todas las especies estudiadas, en nuestras observaciones
preliminares hemos notado algunas diferencias en la morfologia
final de 1la v&lvula mitral del embri6én de pollo y del hombre, que

han sido los dos modelos m&s estudiados a este respecto.

Por todas estas razones, no sorprende el hecho de que todos
los libros de texto y articules que tocan lo referente a la
morrogeénesis de la vilvula mitral, describan en forma superficial

y ambiguna este tan importante evento de la cardiogénesis; por



“elYo, nos parecié de gran 1?“;“"? LY trascendencia estudiar la
morfogénesis de la valvula .mitral- a. partir de la fusién de los
cojines endocirdicos del canal atrioventricular hasta que todos

los componentes de dicha valvula queden expresados

anatémicamente, utilizando como modelo el embrién de pollo.

2.2, ANATOMIA NORMAL DEL CORAZDN

La valvula mitral [valva mitral segin la NOMINA ANATOMICA
(PINO NUSNEZ, 1970)] es una estructura intracardiaca ampliamente
conocida en el hombre, fundamentalmente en lo referente a su
anatomia y frisiclogia; en otras especies no existen descripciones
tan detalladas sobre este tépico, y en general es aceptado por
casi todos o todos los autores, de gue la expresién morfolégica
final de la mitral es igual en todos los vertebrados superiores.
Por ello se narid una breve descripcién de la anatomia normal de
la vAalvula mitral del hombre, y de las estructuras intracardiacas
con ella relacionada, que facilitarid la mejor comprensién de los
cambios que sufre durante su desarrollo embriolégico y fetal,

hasta su expresién morfolégica final en el corazén definitivo.

2.2.1. SITUACION ESPACIAL Y RELACIONES DEL CORAZDN

El1 corazén, 6rgano central del aparato circulatorio, es un
méscule hueco que actGa como una homba aspirante e impelente de

la sangre. Esta ubicado en el térax, ocupando 1la porcién
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inferior del mediastino anterior, b_aituandose sobre el diafragma,
entre los pulmones y por delante de la columna vertebral, es6fago
y aorta descendente; por detris y arriba, esti relacionado cton 1la
triquea y bronquios principales. La mayor parte del corazén ocupa

el hemitérax izquierdo, apreci&ndose s61o un tercio de su masa en

el hemitérax derechao.

2,2.2, ESTRUCTURA DEL CORAZDN

El corazén es un o6rganoc que consta de tres capas
Principales; una interna, en contacto directo con la sangre, el
endocardio; una exXxterna o capa visceral del pericardio, el
epicardio; y una intermedia, que es la capa contractil, el
miocardio. En los mamiferos esti constituido por dos atrios y dos

ventriculos.

Los atrios debido a la situacién espacial que ocupan son
designados como atrio derecho (venoso) y atrio izquierdo
(sistémico), y los ventricnlos como ventriculo derecho (venoso) ¥y
ventriculo izqgquierdo (sistémico). Ambos atrics se =itdan por
arriba y detras de los ventriculos. Los atrios estian separados
entre s{ por el septo interatrial, mientras que los ventriculos

estin separados por el septo interventricular.

El atrio y el ventriculo derecho se contintan entre s{ a

través de un oriricio, denominado orificio atrioventricular

derecho, resguardado por una valvula - valvula tricdspide - que
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v,-lrleg»_}nl‘a_" el ‘paso ‘de ‘la sa 71'10: a1 ventriculo e impide au

“reflujo ‘en direccién ‘inversa; lo . mismo ocurre en el lado

}i'zquierdo donde el atr'i”o‘ "y~‘e1' ventriculo se  contindan por un
“orificio denominado orificio ,EéiQiQVéhtricﬁlar izquierdo gque estd
resguardado por una vé.‘].v.ul>a>;'—"‘v'31vhla mitral - que regula el paso
de la sangre del atrio al 'b‘vje:ntz"lcu.lo e impide su reflujo en

direccién inversa.

Externamente los septos interatrial e interventricular estén
sefialados por depresiones o surcos que cruzan los segmentos
atrial y ventricular, tanto en su cara anterior como en la
posterior, denominados surcos interatrial e interventricular,
respectivamente. De igual manera la unién entre el atrio y el
ventriculo derecho, y entre el atrio y el ventriculo izgquierdo
estidn sefialados por unas depresiones denominadas surcos atrio-
ventricular derecho e izquierdo, respectivamente. Alojados en
estos surcos Se encuentran las arterias y venas coronarias
(sistema de irrigacién propio del corazén), envueltas en tejido

graso.

2.2.3. UNION ATRIOVENTRICULAR

Como ya se ha mencionado, la unién entre los atrios y 1los
ventriculos se realiza a traveés de los orificios
atrioventriculares derecho e izquierdo, los cuales alojan en su
interior una vAlvula gque regula el paso de la sangre.

Anatémicamente estas vadlvulas estidn formadas por un anillo
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fibroso. (de:sostén), “velos 'valvulares o valvas (que ocluyen el

orificio valvular durante la sistole ventricular), y un aparato

“myisculo-tendinoso (gque une a los velos valvulares con el

miocardio ventricular e impide el prolapso de aquéllos hacia la

cavidad atrial) (Figs. 1 y 2).

Las vadlvulas atrioventriculares estin separadas entre s{ por

una porcién septal, el septo atrioventricular, que se continGa

con los septa intratrial e interventricular en direccién dorso-

cefilica y ventro-caudal (Figs. 1C, 2Q).

Los anillos valvulares atrioventriculares se unen al septo
atrioventricular a un diferente nivel, el izquierdo mas alto que
el derecho; €sto determina gue esta porcién septal gquede
separando al atrio derecho del ventriculo izquierdo, de lo gque

deriva su nombre de septo atrioventricular (Figs. 1C, 2C).

2.2.4. VALWULA ATRIOVENTRICULAR 1Z0UIERDA

La vAalvula atrioventricular izquierda o mitral estid situada
entre el atrio y el ventriculo izquierdo, quedando alojado su
aparato tensor musculo-tendinoso en la cimara de entrada de este
dltimo (Figs. 1B, C y 2B, C). Se ubica la izquierda y detras de
la wvialvula atrioventricular derecha, y detras de la valvula
aértica (Figs. 1A y 2A). Normalmente presenta dos valvas: una
anteroseptal o aértica y la otra posterolateral o mural. Las

valvas estidn separadas entre s8I por dos comisuras, una



Sa '{groiatei&l ¥ otra 'é'bs‘t"erox;ledial,‘

,I_.a‘ valva anteroseptal o adértica es la mas grande de las dos,

tiene .una forma cuadrilidtera de gran anchura (Figs. 1B y 2B), y
se inserta aproximadamente en un tercio de 1la circunferencia
total del anillo; consta de una pequefia porcién, en situacitn
posterior, que sSe inserta directamente en el septo, y de otra
porcién, anteriormente colocada, gque esti en co;ttinuidad fibrosa
con 1la valvula adé6rtica; ambas porciones estidn unidas al cuerpo

fibroso central. La valva posterolateral o mural es m&s estrecha

pero méis larga, insertandose aproximadamente en las dos terceras
partes de la circunferencia del anillo valvular; usuvalmente tiene
un borde festoneado, pudiéndose distinguir tres <festones,
separados por hendiduras incompletas denominadas posteromedial,
medial y anterolateral. En algunos casos se pueden encontrar dos
pPequerfias valvas situadas en las comisuras, llamadas yalvas

comisurales.

El aparato tensor de la valvula a;:rioventrlcular
izquierda estid formado por dos grupos de musculos papilares
situados justo por debajo de las comisuras: unoc en posicién
posteromedial y el otro A&nteroclateral (Fig. 1B). Hay wuna
considerable variacién en 1la morfologia de los mdsculos
Papilares particularmente en el posteromedial, pudiendo ser
Gnicos o constituir un grupo de varias cabezas de diferentes
tamafios. Cada uno de estos muisculos p;pilares da insgerci6n a las
comisuras correspondientes y a la mitad vecina de cada una de las

valvas.
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“-En cuanto a las cuerdas tendinosas, cabe distinsﬁir

_fundamentalmente dos clases, las valvulares y las comisurales.
-Las valvulares se insertan en la zona rugosa de ambas valvas Y en
las hendiduras de la valva posterolateral; las comisurales son

dos una para cada comisura.

Lays cuerdas tendinosas se clasifican de acuerdo al sitio de
sugjecién al velo valvular en tres tipos u 6rdenes: las cuerdas de
primer o6rden estin unidas al borde libre del velo valvular; las
de segundo 6rden lo hacen a unos pocos milimetros del borde libre
por la cara ventricular del velo valvular; y las de tercer 6rden

se extienden desde los musculos papilares a la pared ventricular.

2.3, ESTADO ACTUAL Y JUSTIFICACION DEL TEMA

'Los estudios clasicos seftalan qgque el canal atrioventricular
estid ya presente desde el periodo de pre-asa (tubo recto),
uniendo a los atrios con el ventriculo primitivo (DAVIS, 1927; DE
VRIES y SAUNDERS, 1962). Experimentalmente ha sido demostrado que
en este periodo del desarrollo, el tubo cardfaco primitivo s6lo
esti formado por los primordia del ventriculo primitivo y de la
porcién proximal del bulbus cordis, no estando adn presentes el
tronco-cono, los atrios, ni el canal atrioventricular (STALSBERG
Yy DE HAAN, 1969; CASTRO-QUEZADA y Cols., 1972; ARGUELLO y Cols,
1975; DE LA CRUZ y Cols.,, 1977). Estos estudios experimentales
han sido realizados en ewmbrién de pollo, pero la gran

similitud que existe con el hombre en la morfologia cardiaca en
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1aadlferentes 'eta‘pas‘ del desarrollo y en la expresién anatSmica
- 'f_iljl_.’alr,'::il’ag'e Qﬁpﬁner/ gque &yto también ocurra as{ en los mamiferos.
Estos’ ‘traba.jos experimentales sefialan que el canal
atriov?ntricnlar aparece en la "etapa de aza', uniendo al
v:asa bulboventricular con los atrios (Fig. 3A,B); tiene una forma
ovoidea, con su eje mayor orientado en direcci6én cé&falo-caudal.
Externamente, el canal atrioventricular muestra dos surcos
denominados surcos atrioventriculares derecho e izquierdo, que

internamente se corresponden con dos crestas.

En la etapa de po=st-asa, el desarrollo del asa
bulboventricular y la expansién de los atrios en direccién
cefalica, cambian la orientaci6ém del canal atrioventricular a
dorso-ventral, con los atrios en situacién dorsal y el ventriculo
primitivo en posicién ventral (Fig. 3C,D,E,F). En el interior del
canal atrioventricular, en su borde ventrosuperior b4
dorsoinferior, aparecen dos grandes masas de tejgido mesenquimal,
los coJjines endocardicos del canal atrioveantricular (Figs. 4
Y 5), 1os cuales vistos desde su aspecto ventricular, tiene una
forma mAs o menos cuadrilitera, continudndose, sin linea de
demarcacién, con los incipientes septa atrial y ventricular.
Estos cojines endocirdicos crecen progresivamente hacia la luz
del canal aproximiandose entre si, y, aunque aidn no rfusionados,
dividen el canal en un orificio derecho y otro izquierdo (Figs.
4B y S5B). Los cojgines al principio son acelulares, estando
constitnidos por un mesenquima laxo denominado "tejido de cojin*
El extremo atrial de los cojines ventrosuperior y dorsoinferior

se continda con las astas del "septum primum" atrial, delimitando
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élr “foramen primum". El t;xr't'z_'emo‘ 'venf‘r'iéular del coJjin
dorsoinferior se continuia con'-' el exire‘mb ddrsal del septo
interventricular primitivo, mientras gque el cojin ventrosuperior
lo hace con el extremo ventral del septo interventricular
primitivo y con la cresta sinistroventral del cono (GARCIA-
PELAEZ y Cols. , 1989; ARTEAGA y Cols. , 19488). E1l cojin
ventrosuperior inicia un proceso de remodelacitén, adelgazindose y
acanalandose, con su concavidad dirigida hacia la derecha (Fig.

4C).

Finalmente, los coJjines ventrosuperior y dorsoinferior del
canal atrioventricular se fusionan entre si (Figs. 4D y 6A),
proceso que ha sido estudiado por varios autores (HAY y LOW,
1972; HAY, 1978; ARGUELLO y Cols, 1988; ARTEAGA y Cols, 1988).
Dicha <fusién caomienza por su extremo atrial, progresando en
direccién a los ventriculos; conforme progresa la fusidn los
cogines endocArdicos ventrogsuperior y dorsoinferior desarrollan
unas protuberancias en su Dborde libre denominadas tubérculos
derecho e izquierdo {(Fig. 4C). Mientras esto esti ocurriendo, el
cono es incorporado al segmenta ventricunlar y se divide en dos
mitadey: un cono posteromedial y un cono anterolateral. El1 cono
posteromedial se aloja en la canaladura formada por el coJjin
ventrosuperior y de esta forma el ventriculo izgquierdo adguiere
su via de salida. El cojin dorsoinferior del camnal
atrioventricular se curva hacia la izquierda, de tal forma que su
tubhé&rculo derechs gueda a un nivel m&s bajo que el izquierdo
(Fig. 4D); del primero se originaria 1la valva septal de 1la

tricdspide y del segundo parte de la valva adrtica de la mitral



(&#TT}:RI v VAN iui:kbﬁ,ﬁa.;sov);rzrst; diterencia de nivel entre 1os
t.(o‘S'vtubérculos determina. la existencia de un diferente nivel E!;
‘1a insercién de la valva septal de la trictGspide y de la valva
aértica de la mitral y, a la vez, la existencia de una porcién
septal que separa al atrio derecho del ventriculo izquierdo y que
ez conocida con el nombre de zeptum atrioventricular (Fig.
4E). Cuando los cogines ventrosuperior y dorsocinferior del canal
atrioventricular terminan su fusién se borra toda 1linea de
demarcacién entre ellos, impidiendo su identificacién en etapas
posteriores (DE LA CRUZ y Cols., 1983; GARCIA-PELAEZ y Cols,
1984; ARTEAGA vy Cols., 1988). De esta forma el canal
atrioventricular queda dividido en un orificio derecho, donde se
desarrollard la vAalvula tricuspide, y un orificio izquierdo,

donde se desarrollara la valvula mitral (Fig. 6B).

Al mismo tiempo que ocurre la divisién del canal
atrioventricular, en las paredes laterales del mismo aparecen dos
protuberancias de tejido mesengquimitico denominadas cojines
laterales derecho & izquierdo. Estos son mas pequefios que los
cojines ventrosuperior y dorsoinferior y van a intervenir en el
desarrollo de las valvas laterales de lax v&lvulas
atrioventriculares (VAN MIEROP y Cols, 1962; NETTER y VAN MIEROP,

1969).

Practicamente todos los autores estidn de acuerdo que los
anillos valvulares atrioventriculares y parte de los velos
valvulares mitral y tricuspideo derivan del tejido de cojines que

rodea a cada uno de los orificios atrioventriculares: el anillo



: 18
je formara a partir de. los

ddx‘soinferlor del canal
1ta. dextrodorsal del cono; mientraa
que ‘el anillo va’ri\oven‘txj{i.'culrar izquierdo (mitral) 1o hara a
b%!rtir ‘kdéy ‘i‘o‘.{ "co.jines lateral izquierdo, dorsoinferior vy
ventrosup'erior &el canal atrioventricular (VAN MIEROP y Cols,
1962; NETTER y VAN MIEROP, 1969; ARTEAGA y Colsa, 1987). Sin
embargo, no hay un consenso del como se forman los componentes de
laz valvulas, ni de la partiecipacién que tiene el mesenquima que
rodea a los orificios atrioventriculares, los cojines
endocArdicos propiamente dichos y el miocardio ventricular. Con
respecto al aparato musculo-tendinoso se ha dicho que deriva del
miocardio ventricular por un proceso de diverticulizacién y
Socavamiento. En su congjgunto, los velos valvularea, las cuerdas
tendinosas y los mudsculos papilares inicialmente son gruesos y
carnosos. Los velos valvulares y las cuerdas tendinosas mas tarde
se adelgazan y transforman a tejido fibroso, mientras que los
misculos papilares conservan su naturaleza muscular durante toda
la vida pre- y postnatal. En el embrién de pollo se ha visto
mediante microscapia electrénica de barrido que el desarrollo de
las cuerdas tendinosas no es independiente del de los velos
valvulares, y que el mecanismo de frormacién de las cuerdas
tendinosas parece similar al observado en otras regiones
embrionarias tales como la formacién del "foramen secundum”
atrial, la ruptura del mesocardio dorsal y la perforacién de la

membrana bucofaringea (NOBLE y Cols, 1983; MORSE y Cols., 1939).
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Con: '_"rQSpectb “a: la :V'alvula mitral “se” ha dicho que

"‘iriii:ial"ﬁ:'eﬁnté estd formada de cuatro velos valvulares, perc que
:dos‘de ellos se hacen cada vez mis prominentes para dar lugar a
rlos velos valvulares anterior (adrtico) Yy posterior (mural),
nientras gque los otros dos - ubicadog en las comisuras ~ entre
las dos valvas antes sefialadas, permanecen muy pequefias y reciben
el nombre de valvas comisurales, gue en ocasiones no son siquiera
identificables en el corazén postnatal. Los misculos papilares
son inicialmente cuatro: dos anteriores y dos posterioras; los
dos anteriores se fusionan entre si y los mismo ocurre con los
dos posteriores, quedando finalmente dos misculos papilares - uno

anterior y el otro posterior -.

Se ha especulado mucho sobre la participacién que tienen los
cajines ventrosuperior, dorscinferior y lateral izquierdo en 1la
formacién de las diferentes porciones de los velos valvulares de
la mitral, peroc hasta el momento actual ng ha sido demostrado
en forma fehaciente. Experimentalmente se ha demostrado mediante
té&cnicas de marcaje en el corazén del embrién de pollo que del
coJin ventrosuperior se origina la mitad anterior de la valva
anterior (aértica) (GARCIA-PELAEZ y Cols., 1984) y del cojin
dorseinferior se origina la mitad posterior de esta misma valva
(DE LA CRUZ y Cols, 1983); respecto a la wvalva posterior se

infiere que deriva del coJin lateral izquierdo.

Esta breve revizién sobre el desarrollo de las vAalvulas
atrioventriculares hace patente que, a pesar de gqgue se han

estudiado desde hace mucho tiempo utilizando diferentes técnicas



y diva;t:i:;ltvqs I
;z't::fb‘x‘":e"és‘t'él tem Si: bie s 'e\rlto‘;‘ que ‘esta mas o menos
t‘:la"rifliéadé‘ 1;o~ ‘x"'efei“eiit‘e:,:;afla ‘ax;‘;;rriycidn vy septacién del canal
atria\.réxll‘i:ricular. no lo es aﬁl en cuaﬁtn a la formacién de los
velos valvulares, cuerdas tendineas, ni mi=culos papilares. La
ﬂilta de conocimiento preciso de estos eventos morfogenéticos ha
llevado a que las descripciones de la formicién de las valvulas
mitral y tricuspidea dada por todos los autores en la literatura
sea en extremo confusa y- o superficial, y como una consecuencia
de é&sto, en las publicaciones' acerca de estos procesos, no se
encunentran fotomicrografias que ilustren los eventos que
supuestamente estadn ocurriendo, siendo é&ésto sustitmnido por
representaciones esgquemidticas en donde la especulacién e

imaginacién del autor son determinantes.

2.4, PLANTEAMIENTO DEL PROBLBMA

Si bien es cierto que la valvula mitral ha sido ampliamente
estudiada, alcanzidndose un conocimiento muy preciso sobre su
anatomia y <fisiologfa postnatal, el conocimiento que se tiene
sobre su morfogénesis en la etapa prenatal es confuso Yy
superficial, y su registro fotografico es practicamente nulo.
Hasta ahora se han utilizado como modelos de estudio de la
morfogénesis de la v&lvula mitral tanto embriones humanos como
embriones de pollo, partiendo de la premisa que la expresién
anatémica final es igual en ambos, e infiriendo por tanto que su

morfogénesis debe ser también similar; consciente o
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los Aauto'res—han extrapolado sus observaciones

inconscientemente
de un_ modelo ‘a otro dando descripciones del proceso mé&s

especulativas que vreales.

Observaciones preliminares realizadas en nuestro grupo de
investigacidén nos hicieron cuestionar la validez de 1la total
extrapolacién de los hallazgos encontradaos en la v&alvula mitral
en desarrollo en el hombre y en el pollo, por lo que nos parecié
de gran interés estudiar, como una primera fase, los cambios
morfolfgicos gque presenta esta estructura desde sus etapas
iniciales del desarrolle hasta su expresién anatémica final,
utilizando como modelo el embrién de pollo y aplicando diferentes
técnicas como la microscopia foténica - con cortes histolégicos
seriados y con estereomicroscopfa - y la microscopia electrénica
de barrido, obteniendo el registro fotomicrogré&fico de dichos

cambios.
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3. HIPOTESIS

En el pollo la morfogénesis de la valvula mitral no termina
sino hasta la etapa frfetal, uno o dos dias antes de 1la

eclosion.

La maduracién histolégica de la vialvula mitral no concluye

sino hasta después de la eclosién.

La morfologfa final de la valvala mitr: 1 'e’ni el pollo mestra

algunas diferencias respect{f : l’xyeﬂ» Se,describen en el

corazén humano.
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4. OBJETIVOS

Conocer la etapa precisa y cambios morfolégicos que ocurren en

el proceso de formacién de la vi&lvula mitral del pollo.
Conocer la participacién de los cojines endocardicaos en 1la
formacién de los velos valvulares y del conplejo mdsculo -

tendinoso en este modelo.

Obtener el registro fotomicrogrifico de todo este proceso.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.4, MATERIAL

5.1.1. COMUN PARA LAS DIFERENTES TECNICAS UTILIZADAS

S

5.1.1.2

. BIOLOGICO

Huevos fértiles de gallina White Leghorn (400).

. APARATOS

Ampliadora fotogrifica Beseler.

Balanza analitica Mettler H 1OT.

Estufa Lipshau electric laboratory. )
Incubadora de huevo con volteo automatico y ventilacién
marca IAMEX.

Microscopio estereosc6pico Zeiss (Fig. TA)

Refrigerador.

5.1.1.3. PARA NICRODISECCION

5.1.1.3.1. CRISTALERIA (Fig. TA)

Cajas de Petri de 6 cm de dismetro.
Frascos Ambar de 250 ml (4).
Frascos de penicilina vacios.
Matraz Erlenmeyer de 250 ml.

Pipetas Pasteur.



v;ﬁ§os;derpr§cip1tado.

5.4.1.3.2. INSTRUMENTAL (Fig. 7A)

~ Aguja histolégica.

- Espumadera.

~ Pinzas de diseccién sin dientes con punta fina de 5 cm de
longitud.

-~ Pinzas de punta extrafina recta del No.5 (2).

- Pinza-tijera de Vannas.

- Tijeras de Mayo.

-~ Tijgeras de Iris recta

5.1.1.3.3, VARIOS

- Agua destilada.

- Algodén.

- Bolsas de plastico.

-~ Bulbos para pipeta Pasteur

- Jeringa de 1 ml con agugja hipodérmica del ndmero 27.
~ Carhén activo.

- Ovoscopio.

~ Papel parafilm.

5.1.1.4. MATERIAL FOTOERAFICO

- Fijador &cido Kodak.
~ Papel fotografico Kodabrome II RC F2 o F3.

~ Revelador Dektol Kodak.



5.1.2.

5.1.2.

5.1.2,

5.1.2.

5.1.2.

Revelador HC-110 Kodak .
Solucién Photo-Flo 200 Kodak.
Tangque de revelado Paterson completo.

Terméme tro.

PARA MICROSCOPIA FOTONICA

1

2

. FOTONICA ESTEREQSCOPICA (Fig. 7B)

Camara fotografica Nikon F3 de 35 mm.

Equipo Multiphot Nikon para fotomicro-~macrogratia.

Pelicula Ilford Pan F-135 mm

. FOTONICA CONVENCIONAL (HISTOLOGICA)

1. APARATOS

Afilador de cuchillas American Optical.
Bafio de flotacién para histologia.
Fotomicroscopio Docuval Carl Zeiss Jena.
Higstokinette Wax Bath.

Microtomo de rotaci6n 820 American Optical.

2. REMCTIVOS

Acido acético.
Acido fosfotingstico.
Eosina.

Hematoxilina Harris.

‘29
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Hematoxilina-de wéiger
Masson Rojo. »
Parafina paraplast
Verde luz.

Xilol.

3. VARIOS S
Abrasivos para afilador de c#éﬁ};i§543
Bateria de tincién gt it
Canastillas.

Cubreobjetos.

Cuchilla de acero inoxldahié §aré m’xcrotémo 820.
Escuadras para bloques de paratinat'j‘
Formol. o

Gasa.

Gelatina bacteriolégica.

Mechero de alcohol.

Navagjas.

Pelfcula Technical Pan Film 2415 de 35 mm.‘
Pincel.

Portaobjetaos.

Reloj de laboratorio

Resina sintética.
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~5.1.3. PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

5.1.2.1. APARMTOS (Fig. &)

5.1.3,

5.1.3,

2,

3.

Campana de extraccién de gases

Desecador punto critico Samdri-780 A Tousimis (Fig. 8A)}.
Microscopio electrénico de barrido Jeol JM-35 CF (Fig.
8 C).

pHmetro.

Recubridor de aro Jeol FineCoat lIon Sputter JFC-liOQ

(Fig. 8B).

REACTIVOS

Acido clorhidrico.
Glutaraldehido.
Sd1 s6dica de Acido cacodilico.

Tetradxido de osmwio.

VARIOS

Acetona.

Canastilla portamestras.

Papel filtro.

Placas fotograficas Ilford Film HPS de 10 x 12.5 cm.
Portamuestra.

Silica gel

Thinner.

Tintura de plata.

Varillas de madera de 2 mm de didmetro.
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Con el objgeto de inveétigar los cambios morfolégicos que
sufre la valvula mitral durante su desarrollo se estudiaron
embriones y fetos de pollo entre 6 y 21 dias de incubacién; la

edad exacta de los embriones y fetos fue determinada de acuerdo a

la clasificacién de Hamburger y Hamilton (1951).

Se eligid como modelo de estudioco al pollo ya que é&ste ha
sido el mas utilizado en los trabajos sobre desarrollo prenatal y
en consecuencia el modelo en que se tiene mayor experiencia y
conocimiento. Se selecciond la raza White Leghorn ya gque se sabe
es la que presenta menor incidencia de malformaciones cardiacas

espontineas.

Los huevos fértiles se colocaron en una incubadora con
volteo automatico a 37.5 % 0.5 °C y 86 -~ 87 * de humedad,
durante el tiempo necesario para que el embrién o el feto de
pollo alcanzara la edad apropiada. Una vez completado el tiempo
de incubacién se sacaron los huevos de la incubadora Yy se
observaron en un ovoscopio, marcidndose en el cascarsdn la
ubicacién exacta del embrién o feto (Fig. 9A). Se colocé el huevo
en la base de una caja de Petri en cnyo fondo se puso un
fragmento de algoddn (Fig. 9B), Y con una aguja histoldgica se
hizo un pequefio orificio en la cimara de aire del huevo, con
objeto de que el embrién o feto descendiera y no quedara pegado a

la superficie interma del cascarén. Se hizo una perforacién en
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511?; zona donde se habia localizado al embrifn o feto dejando
'~:'eiiciarllresto a &ste (Fig. 9C); se cortaron las membranas que cubrian
al producto y ayudandonos de una espumadera y-o pinzas de
diseccién pequefias de puntas curvas se extrajo del huevo al
embrién o feto, colocdndolo en una placa de diseccién (Fig. 10A).
Se coloco &ste en posgicién dectbito dorsal y observando a través
de un mieroscopio estereosc6pico se incidié longitudinalmente 1la
pared &ntero-medial del t6rax mediante unas tijeras de iris
rectas, dejando expuesto el corazém (Fig. 10B,C). Con el corazén
atin "in situ“ se perfundidé éste con una Jjeringa hipodérmica a
través del ventriculo derecho con solucién Ringer para aves, con
objeto de lavar el interior de las cavidades cardiacas Yy
minimizar la formacién de coiagulos intracardiacos. A partir de
este momento y dependiendo de si el corazén iba a ser procesado
para su estudio con microscopfa fotdnica estereoscGpica y
electrb6nica de barrido, o si iba a ser sometido a cortes
histoldgicos 3seriados y estudiado con microscopia fotdnica

convencional, el procesado fue diferente.

Todos aquellos embricnes o fetos en que se detecté algun
tipo de anormalidad (externa o interna) y“o con un retraso
gignificativo en su desarrollo (en relacién a las horas de
incubacidn) fueron eliminados del estudio, dejandc para analizar

s6lo aquellos productos con fenotipo normal.



5.2.1. AATOHIA MICROSCOPICA TRIDINENSIONAL

La anatomfa microsc6pica tridimensional del corazdn fue
realiza&a utilizando dos técnicas diferentes: 1) Microscopia
"‘fotﬁnica estereoscépica y 2) Microscopia electrénica de barrido.
Ambas técnicas fueron utilizadas en las mismas muestras,
aplicando primero la microscapia foténica estereoscépica vy,
finalmente, la microscopia electr6nica de barrido. Se emplearon
un minimo de 5 embriones o fetos de cada estadfo para las

diferentes disecciones o cortes de estudio.

§5.2.1.1, MICROSCOPIA FOTENICA ESTEREQSCOPICA

Para la realizacién de esta técnica, una vez gue el corazotn
fue perfundido con la solueién Ringer, con una jeringa con aguja
hipodérmica del No. 27 se hace una segunda perfusién con solucién
Karnovsky, también a través del ventriculo derecho, teniendo
especial cuidado de hacerlo lentamente para evitar distorsién de
las estructuras internas. Em ningdn caso se retira el pericardio
antes de la fijacién para evitar, en 1lo posible, alteraciones en
la morfologia cardiaca - durante o después de la perfusién -.
Dependiendo del tipo de corte o diseccién que se vaya a realizar

se procede a continuar de la siguiente forma:

1) Si se pretende realizar la diseccién de la via de entrada
ventricular izquierda, la diseccién de la via de salida

ventricular izquierda o la desinsercién de la valvula mitral



2)

:(Qver‘"_,més ";'delﬁnte), 'se coloca al coraz6n en decabito lateral-

'derechb. de tal forma que podamos observar su borde izquilerdo,

Y con las pinzas-tijeras de Vannas se procede a realizar la
diseccién, siempre observando a través del microscopio
estereoscopico. Una wvez hecha la diseccién, se separa al
corazén del cuerpo del embrién o feto y se coloca en frascos
de c¢ristal con solucién de Karnovsky, manteniéndose inmersos
en el fijador por 24 horas a : 4 c’C. Pasado este tiempo se co-
locan las muestras en solucién burfer de cacodilato 0.1 M,
se estudian cuidadosamente bajo el microscopio estareoscépico
Y se fotografian aquellos especimenes representativos. Se
colocan nuevamente los corazones en solucién buffer de
cacodilato 0.1 M, manteniéndose a = 4 OC para su ulterior pro-

cesado para microscopia electrénica de barrido.

Si se pretende realizar corte de "4 c&maras" o corte
transversal del corazén (ver m&sr adelante), se separa con sumo
cuidado al corazén del embrién o feto, y se coloca en frascos
de cristal con solucién de Karnovsky, manteniéndose inmersos
en el fijador por 24 horas a = 4 %¢. Pasado este tiempo se co-
loca al corazdén en solucidn buffer de cacodilato O.1 M y se

procede a realizar el corte observando a través del
microscopio estereoscdpico. Se estudian los fragmentos del
corte, también bajo el microscopio estereoscépico, y se
fotografian agquello=s especimenes representativos. Se colocan
lo= fragmentos de los cortes en solucién buffer de cacodilato
0.1 M, manteniéndose a = 4°c para su ulterior procesado para

microscopia electrénica de barrido.
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5.2.1.1.1, TECNICA DE DISECCION DE LA VIA DE ENTRADA VENTRICULAR
12001 ERDA

Este corte se realiza en embriones y fetos de los estadios
28 al 46 (5% a 21 dias). Se inicia en el techo del atrio
izquierdo, llegando hasta el Apex ventricular izquierdo (Fig.
11A), teniendo cuidado de no desgarrar ninguno de los componentes
valvulares. Una vez hecha la incisi6n, mediante unas pinzas de
diseccién ultrafinas se separaran las paredes ventriculares,
observando en el interior la estructura valvular. Con una pipeta
Pasteur se pone fijador en el interior de la diseccién,
manteniendo separadas 1las paredes ventriculares durante
aproximadamente 60 segundos; pasado este tiempo se reseca 1la

pared libre ventricular derecha y parte del &apex.

5.2.1.1.2, TECNICA DE DISECCION DE LA VIA DE SALIDA VENTRICULAR
| ZU 1 ERDA

Este corte también se realiza en embriones y fetos de los
estadios 28 al 46 (5% a 21 dias). Se coloca el corazén de tal
forma gque se visualice su borde izquierdo, y con las pinzas-
tijeras de Vannas se hace una pequefia incisién en el &4pex
ventricular izquierdo; con sumo cuidado de no cortar ninguna de
las estructuras internas se amplia la incisién en la pared hasta
el nivel de la vAalvula aé6rtica (Fig. 11B). Con las pinzas de
diseccién se mantienen separadas las paredes ventriculares

observando en el interior a la vAlvula mitral y la continuidad
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mﬁ:i‘oéﬁrtiéa, Vyr mediante una pipeta Pasteur se procede a realizar
la - fi.jac:lon del intertor de 1la diseccién con solucifn de
Kérnovsky, manteniéndose separados los bordes de la diseccion por
aproximadamente 60 segundos., Finalmente se .x‘eseca la pared libre

ventricular derecha, el &4pex ventricular y una parte del atrio.

§5.2.1.1.3, TECNICA DE DESINSERCION DE LA VALVULA HITRAL

Esta diseccién se realiza en productos de la etapa fetal, es
decir del estadio 33 al 46 (7% a 21 dfas). E1 abordaje a 1la
valvula mitral es similar a lo realizado en la diseccién de 1la
via de entrada ventricular izquierda (Pag. 33). Unma vez
visualizada la valvula mitral se identifican todos sus
componentes, y mediante unas pinzas de diseccif6n ultrafinas y las
Pinzas tijeras de Vannas se cortan los misculos papilares lo mAas
alejado posible de las cunerdas tendineas (es decir, pegado al
miocardio wventricular) (Fig. 11C). Finalmente, se cortan los
velos valvulares del anillo fibroso valvular y se retira todo el
conjunto valvular del corazdén, colocadndolo extendido en una caja
de Petri con solucién de Karnovsky por 30 minutos para gque el

tegjido no se contraiga.

5.2.1.1.4. TECNICA DEL CORTE DE "4 CAMARAS"

Este corte se realiza en embriones y fetos de los estadios

28 al 46 (5% a 21 dias). Para la ejecucién de este corte se



38

utxlizanunas éiﬂzas-ii&éras d’e':'\'la"nniasv (parrarlos corazones mas
peq.ugnos) o unas tijeras de irisz rectas (para los corazones m&as
grandes). Se sugjeta suavemente el corazén con unas pinzas de
dl.ﬁeccidn finas y se colocan las tijeras con sus ramas abiertas
en él apex ventricular; las ramas de lay tijeras deben de pasar
por las paredes laterales de ambos ventriculos y ambos atrios, a
n.ivel donde se calcula estain situadas 1las vAlvulas
atrioventriculares (Fig. 11 D). Se cierran 1las tijeras con
suavidad pero a la vez con firmeza, progresando el corte del apex
ventricular hacia el techo de los atrios, procurandc que el corte
se complete en un wWnico movimiento de cierre de la tijera. Se
separan las dos mitades del corte y se pone en su interior

solucién de Karnovsky con una pipeta Pasteur.

5.2.14.1.5. TECNICA DEL CORTE TRANSVERSAL

Este corte se realiza en embriones y fetos de los estadios
28 al 46 (5% a 21 dias). Se utilizan unas pinzas-tijeras de
Vannas (para los corazones m&s pequerios) © unas tijeras de iris
rectas (para 1los corazones mAs grandey). Se sujeta suavemente el
corazén con unas pinzas de diseccifn finas y se& colocan las
tijeras con sus ramas abiertas con una orientacién ventro-dorsal
inmediatamente debagjo del Plano de lag valvulas
atrioventriculares; las rama.s de las tigeras deben de pasar por
las paredes laterales de ambos veniriculos. Se cierran las
tijeras con suavidad, pero a la vez con firmeza, progresando el

corte de la superficie ventral a 1la superficie dorsal



ventr;cular, a ser poxible el corte debe realizarse en. un \inkicur
‘mn'vimiento de cierre de la tijera. Se separan las dos mitades del
»corte {la superior o atrial y la inferior o apical) y Se pone en
el interior de ambas solucién de KXarnovsky con una Ppipeta

Pasteur.

5.2.1.1.6, TECNICA FOTOMICROGRAF [CA

Los especimenes a ser fotaografiados deben ser cuidadosamente
manipulados con las pinzas de disececién adecuadas. Se coloecan las
muestras en la base de una caja de Petri, cuyo fondo esta
recubierto con una mezcla de parafina y carbén (para tener fondo
negro uniforme que contraste con las muestras), y se coloca
solucién buffer de cacodilato 0.1 M hasta que ésta cubra
totalmente el espécimen (con objeto de evitar reflejos molestos
en la fotografia). El registro fotomicrografico se realiza con un
equipo MULTIPHOT NIKON, con cadmara NIKON F-3 de 35 mm (Fig. 7B).
La exposicién se realiza en “"autom&tico" © manual, poniendo la

sensibilidad de la pelfcula utilizada).

Ampliacién. Dependiendo del tamarfio de la muestra y de 1la
ampliacién que se dese& obtener de ella, se elige el objetivo
apropiado (de 19, 35, 65 6 120 mm) y se aumenta o disminuye 1la
distancia entre el plano de la pelicula y el objetivo. Especial
cuidado debe de tenerse en l1la apertura del diafragma del
objetivo, debiendo realizarse la exposicién con el diafragma 1o

mas cerrado posible a fin de aumentar la profundidad de foco.



Iluminacién. La iluminaei6n de la muestra se realiza con dos
epiiluminadores universales de 9V 30W, cuya infehsidadr (dada por .
el voltage del transformador), distancia y énlgt'xrlor de la luz

variara para obtener la mejor imagen posible.

Pelicula y revelado Para el registro fotogra!;ico se emplea
pelicula ILFORD PAN F de 35 mm (aungque pueden emplearse otras
peliculas pancromidticas de grano fino), procesidndose manualmente
con revelador HC-110 dilueién B, a 20 °C durante 7 minutos, Yy

utilizando fijador &cido Kodak.

Impresitn. Los negativos son positivados en una ampliadora
BESLER, utilizando papel fotogridfico KODABROME II RC F2 6 F3, el
cual se procesa manualmente con revelador DEKTOL dilucién 13 y

fijador &cido XKodak.

5.2.1.2. NICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Una vez hecho el estudio y fotomicrografia foténica de las
disecciones o0 cortes, se procesan €éstos para su estudio vy
registro con el microscopio electrénico de barrido. Primeramente,
las muestras se posfijan con tetraéxido de osmio al 1% en tampén
de cacodilato (0.1 M y pH 7.2) durante una hora; debe evitarse en
todo momento el contacto directo con el tetraéxido de osmio, por
lo que todo este paso es obligado ha realizarlo bajo la campana
de extraccién de gases y protegerse con guantes y cubrebocas

desechables. Se lavan las muestras varias veces con tampén de
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c éi:.ldilntu’,y sé ;rocede a 'deshid»ratbarla.!. La deshidratacién ae

rééli“za en concentraciones crecientes de etanocl al 70X, 85%, y
';)6%. Qanteniendo las muestras 10 minutos en cada alcohol, y
finalmente se pasan por tres bafios de etanol absoluto de 10
minutos cada uno. Las muestra se desecan por el m&todo del punto
critico del CO;, en el desecador Samdri-780 (Fig. 8A) y, bajo el
microscopio estereoscépico, se pegan a los portamuestras del
microscopio electrénico con pintura conductora de plata, cuidando
darles lo orientacién apropiada y de no deteriorarlaszs en la
manipulacitn, ya que desecadas son muy fréigiles. Una vez pegadas
las muestras, se procede a recubrirlas con oro, en un recubridor
Jeol (Fig. 8B) y son observadas en la pantalla fluorescente del

microscopio electrénico de barride a 20 Kv (Fig. 8C).

5.2.1.2.1, TECNICA FOTONICROGRAFICA

El registro fotomicrogr&fico de las muestras se realiza a
~través de la pantalla fluorescente del microscopio electrénico.
El contraste y brillo de la pantalla fluorescente ya habla sido
previamente establecido, Yy la exposicién se realiza

automiticamente con los controles fotograficos correspondientes.
Magnificacitn. Dependerd del tamafio cde la muestra y de 1la
magnificacién que se deseé obtener de ella, controlAndose con los

botones de magnificacién del microscepio.

Pelicula y revelado. Para el registro fotogrifico se emplean
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placas ILFORD HPS de 10 x 125 cm, procesindose en un tanaque de
revelado manual con revelador HC-110 dilucién B, a 20 % durante

7% minutos, y utilizando fijador &acido Kodak.

Impregicon. Los negativos son positivades en una ampliadora
BESLER, utilizando papel fotogradfico KODABROME II RC F2 6 F3, el
cual se procesa manualmente con revelador DEKTOL dilucidén 1.3 y

fijador Acido Kodak.

5.2.1.3. PREPARACION DE SOLUCIONES
5.2.1.3.1. SOLUCION RINGER PARA AVES

7. T NP RN 7.000 g
<o PR A S PP 0.420 g
CACLD vttt ie it e e '0.240 g
HoO ittt e e e e 11t

5.2.1.3.2, BUFFER DE CACODILATO

Se prepara una solucién de cacodilato 0.2 M y pH 7.2
disolviendo 4.28 g de sal sddica de 4cido cacodilico en 100 ml
de agua destilada y se ajusta a un pH de 7.2 con A&cido
clorhidrico 0.2 N. Preparada la solucién se disuelve 14 con agua
destilada y se guarda en el refrigerador a = 4 °C en un frasco

ambar sellado con papel parafilm.



5.2.1.3.3. SOLUCION DE KARNDVSKY

En la campana de extraccién: se- di.ﬁuelven 2 g de
paraformaldehido en polvo en 40 ml de agua destilada con
agitacién continua a 70 %%. Se agregan de i1-3 gotas de hidréxido
s6dico 01 N y se agita hasta que Se aclare la solucién; se
enfria y se agregan 10 ml de glutaraldehido al 25% y se lleva a
100 ml con buffer de cacodilato al 0.2 M y pH 7.2. Finalmente 3se
afiade a la solucién 25 mg de CaCl,, se agita puy bien y se guarda
en el refrigerador a * 4 % en un frasco ambar sellado con papel

parafilm.

5.2.1.3.4. TETRAOXIDO DE OSMIO

Primero se prepara una solucién acuosa de tetradxido de
osmio al 2% abriendo una ampolla de 100 mg de tetraéxido de osmio
en cristales. La ampolla as{ abierta se deja dentro d= un frasco
Ambar en el que se afnaden 15 ml de agua destilada. E1 tetradxido
de osmio tarda en disolverse, en el refrigerador a 4 °c,
aproximadamente cuatro difas. El frasco debe ser sellado con papel
parartilm. Esta mezcla se puede guardar congelada y aislada de la
luz durante varios meses. La solucién de trabajo se prepara

disolviendo 1:1 la solucién de tetraéxido de osmio con el buffer

de cacodilato 0.2 M y pH 7.2 y debe ser ntilizado en el momento.
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5.2.2. ANATOMIA MICROSCOPICA BIDIMENSIONAL CON CORTES HISTOLCE -
CO0S SERIADOS

Esta técnica se realizé en embriones y fetos de los estadios
28 al 46 (8% a 21 dias), utilizando minimo 3 especimenes de cada
estadio. Para la realizacién de este estudio, una vez que el
corazén se perfundidé con solucién Ringer (Pag. 30), con una
Jeringa con aguja hipodé&rmica del No. 27 se hace una segunda
perfusién con formol buffer al 10%, también a través del
ventricnlo derecho, teniendo precaucién de hacerlo lentamente
para evitar distorsién de las estructuras internas. Se degjan
pasar de 5 a 10 minutos y Sse extrae el corazén, manteniéndose
inmerso durante 72 horas en el mismo tipo de fijador. Pasado ese
tiempo se sacan los corazones del formol, se lavan con agua
corriente durante dos horas y se da un lavado final con agua
destilada. Concluido este Ultimo se procede al procesado manual
de las muestras siguiendo los pasos enumerados a continuacién: a)
deshidratacion, b) inclusgién, c) corte y montaje, d)
desparafinacién y e) Tincién, Obtenidas las 1laminillas
histol6gicas, se estudian al microscopio foténico convencioﬁal

con campo claro y se fotografian aquellos cortes representativos.

5.2.2.1, DESHIDRATACION

Los especimenes son deshidratados utilizando alcoholes con

diferente concentracion de acuerdo a los siguientes pasos:

Alcohol I B5 2 e e e 15 minutos



Alcohol VIX
Alcohol I , 5 minutos .
Alcohol I1 96 e ;
Alcohol absoluto I ..“ 

Alcohol absolnto II .

5.2.2.2. INCLUSION

horas

Aceite de cedro puro ......u. 12 horas
Aceite de cedro + cloroformo’ ‘2" horas
Cloroformo puro I ....... . i hora
Cloroformo puro II ......

1 hora
Cloroformo + parafina 52°-54 30 minutos

Parafina 52°-54° ........ e .V .

1 hora

o o ' :
Parafina I 56 -58 ...........0.. W e e . 1 hora
Parafina II 56°-58° .................. ... 1 hora

Concluido el WGltimo paso se colocan las eascuadras para histologia
formando un recuadro de <tamafio apropiado y se vierte en su
interior un poco de parafina; se colacan en ella 1 6 2 muestras,
teniendo especial cuidado de orientarlas en forma conveniente y
se vierte mAsg parafina hasta cubrir el corazén. Se espera a que

la pararfina solidifique y se retira el blogque de las escuadras.
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5.2.2.3, CORIE Y MONTAJE

Cada bloque se corta en forma de piramide truncada y se pega
en la platina del microtomoa, teniendo especial cuidaao de
orientar el bloque de una manera apropiada (zeguin se deseé el
Plano de corte). Se hacen cortes seriados a 8 ym de espesor en un
microtomo de rotacién, sacando tiras de 3 a 8 cortes (segdin sea
el tamafio de #&stos), los cuales se colocan en un bafio de
flotacién que contiene gelatina bacteriolSgica disuelta.
Finalmente, se colocan los cortes sobre portaobjetos limpios
convenientemente marcados con 14piz de diamante, donde se dejan
secar a temperatura ambiente; especial cuidado debe tenerse de no
perder ninguin corte y de orientarlos todos en los portaobjetos en

la misma forma.

5.2.2.4. DESPARAFINACION

Una vez que los cortes se han secado y alv mismo tiempo pegado a
los portaobjetos, se colocan é&stos en canastillas histolSgicas y

se realizan los siguientes pasos:

20 minutos
20 minutos
S minutos

5 minutos

Alcohol 70 % 5 minutos

Alcohol 50 % 5 minutos



5.2.2,5. TINCION e
5.2.2.5.1. HEMATOXILINA-EOSINA

Los cortes ya desparafinados son  tefiidos con 1la técnica‘d‘e.

hematoxilina-eosina, siguiendo 1los sisuiéhtes,pasos:

Xilol I .............. e iy .' b . - minutos
Xilel XI ........... . 5 ' ¥ minutos
Xilol III .........: : . minutos
Alcohol 100% . ....7 minutos
Alcohol 96% ..... O . minutos
Alcohol 80% ...... .. » X .‘ minutos
Alcohol 70% ...;..; » minutos
Agua destilada ...l ) lavado

Hematoxilina ........ % minutos
Agua corriente ..... . . minutos
Agua destilada .....: lavado

Eosina ....... e - L. minutos
Agua destilada ...... ' S lavado

Alcohol 70% ......... : lavado

Alcohol 80% ...... . lavado

Alcohol 96% ....... minutos
Alcohol 100% ....... : . minutos
Carboxilol ......... ' lavado

Xilol I ........... 3 minutos
Xilol II ..........000" S minutos

Xilol IIX ..... R : IR minutos




48

Se dejan escurrir los portaobg’etba Y Sse cubre 15 preparacién con
un cubreobjetos de tamafio apropiado utilizando resina sintética

como medio de montaJje.

5.2.2.5.2, TRICROMICO DE MASSON

Los cortes ya desparafinados son tefiidos con la té&cnica. de’

tricr6mico de Maaaon, siguiendo los siguientes pasos:

XilOol . ...iiiaininannn . Forari "15 minutos

Alcohol 1avado
Alcohol “T1avado
Alcohol et e e et ,”:,Vlravado
Alcohol II 96% ......... 15 lavado
Agua destilada ........< LU i ‘ lavado
Hematoxilina de Weigert : minutos
Agua corriente ........... ‘... 5 minutos

Agua destilada .......... r: ‘. ... lavado a fondo

HCl 1% en alcohol al 70% N lavado
Magon rojo ............ N e 6 minutos
Acido fosfotlingstico al 5 .. 3-4 minutos
Acido acético al 0.2 % 7.!- lavado
Verde 1UZ ............ RO 4-5 minutos

Acido acético 0.2 % ...

lavado
Alcohol I 96 % ....... ...... lavado
Alcohol II 96 % . .... f‘. . lavado
Alcohol I 100 % ........ " lavado

Alcohol II 100 % ........ % TS lavado



de.jan escurrir 103 portaob.jetos”y ‘se cubre la preparacxcn con

un - cubreobaetos de tamafio apropxado utilizando resina . sintética

como medioco de montaje.

5.2.2.6. TECNICA FOTOMICROGRAFICA

Una vez estndiadas 1las laminillas histoldgicas se
seleccionan aquellas imiagenes mas demostrativas o representativas
de l1os cambios histolé6gicos que sufre la valvula mitral en su
desarrollo. Las fotomicrograrias se realizan en un
fotomicroscopio DOCUVAL, con camara de 35 mm, realizidndose 1la
exposicién en "autom&tico' y poniendo una sensibilidad de 18 DIN

(para la pelicula utilizada de blanco y negro).

Magnificacion. Segin Sea el tamafio de la imagen Yy 1la
magnificacién gque se deseé obtener de ella, se coloca el objetivo
apropiado (de 1x, 3.2x, 10x, 25x, 63x 6 100x) y su condensador

correspondiente.

Iluminacién. Se realiza utilizando campo claro con una l&mpara
de hal6geno de 12V 50W e intercalado un <filtro verde en el
momento de la fotografia. Especial cuidado debe tenerse de
realjzar adecuadamente la iluminacién de Koheler antes de tomar

la fotografria.
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Pelfcula y revelado. Pa‘xfé;»e' “registro fotomicrografico se
emplea pelicula Ilford Par{ ‘Flde 35 mm, procesidndose manualmente
con revelador HC-110 dilucién B, a 200 C durante 7 minutos,

utilizando fijador Kodak,
Impresién. Los negativos son positivados en una ampliadora
BESELER, utilizando papel fotografico XODABROME II RC F2 6 F3, el

cual se procesa manualmente con revelador DEKTOL dilucién 1:3 y

fijador &cido Kodak.

5.2.2.7. PREPARACION DE SOLUCIONES

5.2.2.7.1. COLORANTE DE VERDE LUZ

vVerde 1UuZ .........c. .0 titnnncnaednenea. ' 0.1 g
Acido acético glacial ...............0... 0.2 ml

Agua destilada ..............00 0000 190 ml

5.2.2.7.2, HEMATOXILINA DE WEIGERT

Solucién A:
Hematoxilina ..........¢ccccterivroroninacas 19
Alcohol 96 ¥ ... ..ttt et 100 ml

(madurar durante 1 mes)

Solucisn B:

Solucién acuosa de cloruro férrico 29 % ... 4 ml



" Agna

HC1 ... .-

solucién B en la A.

5.2.2.7.3. MASSON RDJO

Ponceau xilidene

Fuchina &acida

il 8.0 g

T L 1 - 2T
Formol comercial al 10 % .
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6. RESULTADOS

6.1, ESTADIO 28 (5§ - 6 dias) (Figs. 12, 13, 14, 15y 16)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOFICA

En este estadio se ha completado totalmente la fusién de los
cojines endocAardicos ventrosuperior y dorsoinferior del canal
atrioventricular, no apreciidndose ninguna evidencia morfolégica
de su zona de fusién, lo gque impide precisar hasta donde llega el
tegjido de uno y del otro (Fig. 13 A,B). Vistos desde los
ventriculos, los cogines fusionados ferman una superficie
eé6necava, constituyendo el techo de la comunicaciodn
interventricular embrionaria (Fig. 13); el borde o tubérculo
derecho de los cojines fusionados se alinea con el asta posterior
del septo interventricular primitivo (en la cara dorso-inferior
del corazén) Yy con el espolén bulbo-ventricular (en la cara
ventro-superior del corazén) (Fig. 13 C). No se aprgciau

muisculos papilares, cuerdas tendinosas, ni velos valvulares.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

No obstante el poder de resolucién obtenido mediante esta
técnica, no fue posible observar, en ninguna de las proyecciones,
el 1limite de fusién entre lo0os coJines ventrosuperior y
dorsoinferior del canmal atrioventricular (Figs. 14 y 15 ). Los
cojines fusionados, adem&s de formar una superficie céncava hacia
.lo‘s ventriculos (que forma el techo de 1la comunicacién

interventricular embrionaria), en su porcién mas dorsal se curvan



también hacia la izquierda, qﬁedgndo .siu borde o tubérculo derecho
m&s. abajo que el izquierdo (Fig. 14 A); en su porcién ventral 10.-1.
chxnes Se adelgazan y se curvan hacia la derecha, alojando al
cono posteromedial o adrtico en su concavidad, el cual sigue un
curso oblicuoc hacia arriba y a la derecha (Fig. 14 B). En los
bordes laterales -derecho e izquierdo- del canal atrioventricular
se pudieron apreciar los coJjines laterales derecho e izquierdo,
respectivamente (Fig. 14 A,B). E1 extremo ventricular de los
cogines ventrosuperior y dorsoinferior forman dos columnas
adosadas a la pared ventricular ventral y dorsal, descendiendo en
direccién al apex ventricular y perdiéndose finalmente entre sus
trabéculas (Fig. 15 A,C); dichas coluninas daban la impresién de
ser los primodia de los musculos papilares anterior y posterior.
En el borde lateral izquierdo del canal atrioventricular se
encontrd una tercera columna muscular, gque al igual que las
anteriormente descritas se perdia entre las trabéculas musculares
de la pared ventricular (Fig. 15 B,C), dando 1la impresién de
corresponder a un tercer primordio de mGsculo papilar. El
adelgazamiento del cojin lateral izguierdo y de la mitad ventral
de 108 coJines ventrosuperior y dorsoinferior daban la apariencia
de \re].o valvular rudimentario (Fig. 14 B). No -se aprecié ningin

tipo de evidencia de cuerdas tendinosas.

CORTES HISTOLOGICOS SERIADOS

Con las tinciones utilizadas no fue posible identificar el
limite de fusién de los cojines endocirdicos ventrosuperior y
dorsoinferior del canal atrioventricular, continuandose sin linea

de demarcacitn el uno con el otro. La constituci6én histolégica de
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dichos cojines fusionados era similar a la observada en los
coJjines laterales derecho e izquierdo del canal atrioventricular:
una fina capa endocArdica rodeando a un tejido mesenquimitico
denso, el cual se continuda sin linea neta de demarcacién con el

miccardio ventricular (Fig. 16).

6.2, ESTADIO 29 (6 - b dias)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA, MICROSCOPIA ELECTRONICA DE

BARRIDO Y CORTES HISTOLOGICOS SERIADOS

Tanto con microscopia foténica como c¢con microscopia
electrénica de barrido se encontré mis o menos la misma
morfologia de la valvula mitral gue como descrita en el estadio
28, siendo m&s acusado el adelgazamiento del borde libre del
cojin lateral izquierdo, y de 1los coJjines ventrosuperior Yy
dorsoinferior fusionados. La comunicacién interventricular era
mucho m&s peqgueria que en el estadio previo. Histolégicamente, la

morfologia era también similar a la observada en el estadio 28.

6.3. ESTADIO 30 (6% - 7 dias) (Figs. 17 y 18)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA
Los cojines ventrosuperior y dorsoinferior fusionados hacian
patente la incurvacién de su porcién dorsal, evidencidndose el

nivel mas bajo de su tubérculo derecho con respecto al izquierdo.
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: I'.ai comuhicaciéh‘ihfervéntrigulag'~se halﬁa cerrado ya en algunos
especimenes y en los réstéht;s éra. muy pequefna. Las astas ventral
Yy dorsal del septo interventricular primitivo mantenian su
relacién con 1los coJines ventrosuperior y dorsoinferior,
respectivamente. Es hasﬁa este estadico en que pudimos evidenciar
mediante esta técnica el cojgin lateral izquierdo del canal
atrioventricular. No se observaron imagenes sugestivas de

misculos papilares, cuerdas tendinosas, ni velos valvulares.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El adelgazamiento e incurvacién hacia la derecha de 1la
porcién ventral de los cojines fusionados era mas evidente,
observandose en el mesenquima de los cogJjines la terminacién de
fasciculos musculares provenientes de los musculos papilares en
desarrollo (Fig. 17). Los primordios de los mdGsculos papilares
anterior Yy posterjior fueron, en esta edad, claramente
identificados (Fig. 17 A y 18 B), al igual que el misculoc lateral
que se habia observado desde etapas previas. Los cojines
ventrosuperior y dorsoinferior fusionados se encontraron
francamente adelgazados, fundamentalmente en su borde libre,
formandoe YyYa un franco velo valvular anterior rudimentario (Fig.
17 A y 18 B); imagenes similares fueron observadas en el cojin
lateral formando un velo valvular posterior rudimentario (Fig. 18
AB y C). En esta edad se observaron depresiones del endocardio
en el borde libre del velo valvular anterior de la mitral (Fig.
18 C,D). No se observaron evidencias de cuerdas tendinosas ni en

el velo anterior ni en el posterior.
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6.4. ESTADIOS 3{-32 (7 - T4 dias)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO

Las observaciones realizadas en este lapso mostraron
baAsicamente la misma morfologia de la valvula mitral que en los
estadios previos, tanto con microscopia 6ptica estereoscépica
como con microscopia electrfénica de barrido. Las depresiones del
endocardio que se habfan observado desde el estadio 30 en el
borde libre del velo valvular anterior de la mitral eran en estos
estadios mds abundantes. El evento morfogen&tico del corazén mas
trascendente en esta etapa es el cierre de la comunicacién
interventricular embrionaria, lo cual ya habia sido observado en
algunos embriones del estadio 30; a partir del estadio 32 no se

observé ningan embrién con dicha comunicacién permeable.

6.5. ESTADIO 35 (8% - 9 dias) (Fip 19)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO

En este estadioc los velos valvulares son ya muy evidentes
recordando francamente la morfologia de un velo valvular en 1la
etapa post-natal, estando ya el velo valvular anterior en
continuidad directa con las sigmoideas aoérticas (Fig. 19). Los
miscunlos papilares se ven m&as individualizados del miocardio gue
en las etapas previas, pero no se aprecian adan cuerdas

tendinosas.
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6.6. ESTADIO 37 (11 dias) (Fips. 20, 21 y 22)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA

Las valvas anterior y posterior de la vAlvula mitra;l. son
claramente identificables y, aunque adin de un grosor
considerable, recuerdan bastante a los velos valvulares de la
etapa post-natal. De igunal manera, los mWdsculos papilareas son
claramente identificados y en nimero de tres (Fig. 20), tal como
ya habia sido detectado por microscopia electrémica de barrido en
etapas previas. Mediante eate sistema 6ptico se apreciaban a los
mGsculos papilares continuarse directamente con los velaos
valvulares, no observandose en su zona de continuidad ninguna

imagen gque recordara a las cuerdas tendinosas (Fig. 20 A,B).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Los velos valvulares y los musculos papilares estaban casi
totalmente individualizados del miocardio parietal (pared
posterior o 1libre ventricular) Yy septal (septo inter-~
ventricular), pero adn era gruesa su unién con el anillo
valvular. Las comisuras anterior y posterior (zona de continunidad
anterior y posterior de las valvas) pudieron ser perfectamente
identificadas, siendo &stas el punto de continuidad de 1los
musculos papilares con los velos valvulares (Fig. 21 A). En el
area comisural de algunas muestras se apreciaron “grietas" en el
endocardio, que por su posicién y direccién podrian corresponder
al inicio del mecanismo de formacién de las cuerdas tendinosas

(Fig. 21 A,B).
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: cé_m::sA Hxsromcicos SERIADOS
_.Histolégicamente los esboio.ﬁ val\;ulgreé éstaban constituidos
por tejido mesenquimAtico denso, el cual se continuaba
Vdirectamente con el teJjido miocardico de los mdisculos papilares
en formacién (Fig. 22 A,B); el borde 1libre de dichos esbozos
valvulares se habia adelgazado considerablemente, pero aitn eran
muy gruesos en su borde de unién al anillo valvular (Fig. 22
AC). En el interior de la zona de transicién del mesénquima de
los esbozos valvulares con el miocardio de los misculos papilares
se 1llegaban ‘a apreciar espacios vacios ne recubiertos de
endocardio, que posiblemente pudieran corresponder a un
reordenamiento mesenquimal que precederia a la formacién de las
cuerdas tendineas (Fig. 22 B). En la zona de unién de los esbozos
valvulares con el miocardio ventricular se apreciaba ya un framnco
proceso de "despegamiento" de los primeros, produciendo un
adelgazamiento de 1los velos valvulares a este nivel Y,

probablemente, una mayor movilidad de los mismos (Fig. 22 C).

6.7. ESTADIO 38 (12 dias) (Fips. 23 y 24)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA

En varias de las muestras analizadas ya fue posible obhservar
fenestraciones y-o pequefios orificios en el area de continuidad
de los mdsculos papilares éntero—laferal y pb6stero-medial con e:!.
velo valvular anterior, que nos sugieren la presencia de cuerdas

tendinosas rudimentarias; &ste hallazgo ne pudo ser obsgervado en



S Ya ‘unién' . de ‘ninguno ‘de--108 muisculos ~plapi}are's »ct')nfj lé'fvalv'a:

posterior.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Mediante esta té&cnica ya fue posible identificar con toda
claridad las primeras cuerdas tendinosas en formacién, hallazgo
que fue observado en todas las muestras estudiadas, pero, como
fue resgsefiado en el pAarrafo anterior, s6lo en la unién de los
masculos papilares &ntero-lateral y péstero-medial con el velo
valvular anterior (Fig. 23 A). Por 1la cara atrial (superior) las
cuerdas tendinosas se vieron con toda claridad, formandose por la

coalescencia de varias fenestraciones u orificios, en algunas de

los cuales adin era posible observar cordones celulares - integros
o rotos -, que nos sugieren que el mecanismo implicado en su
formacién fuera la muerte celular (Fig. 23). Por 11la cara

ventricular (inferior), s6lo fue posible observar algunas
fenestraciones u orificios, de menor tamafio y en menor cantidad
que los apreciados por la cara atrial de la valva, indicando que
el proceso de formacién de las cuerdas tendinosas por esta cara

estuviera maAs atrasado que por la otra (Fig. 24).

En la unién de los musculos papilares con el velo valvular
porterior no se encontraron todavia cuerdas tendinosas, aunque
algunas pequefias "grietas" vy“0o depresiones si pudieron serxr
apreciadas (Fig. 23 A). También sSe observ6 en todas las muestras
analizadas una comisura lateral Justo donde el velo valvular

posterior se continuaba con el musculo papilar lateral.
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6.8. ESTADIO 39 (13 dias) (Fip. 25)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA

En todas las muestras, por la via de entrada (cara atrial),
fueron observadas cuerdas tendinosas bien formadas uniendo 1los
mdsculos papilares - anterior y posterior - con el velo valvular
anterior (septal) de la mitral; por la via de sgalida (cara
ventricular) las cuerdas tendinosas de la valva anterior (septal)
de la mitral eran escasas y muy burdas. En el velo valvular
posterior (parietal) no se encontraron adn cuerdas tendinosas por
la cara atrial, uniéndola con los musculos papilares anterior,
posterior y lateral; en esta zona s6lo fueron observadas
“grietas® mas o menos bien formadas que pudieran corresponder a

cuerdas tendinosas en periodo muy incipiente de formacién.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se corroboraron las observaciones hechas con microscopia
foténica, siendo perfectamente identificadas las cuerdas
tendinosas de la valva anterior (septal) tanto por 1la via de
entrada (cara atrial) (Fig. 25 A) como por la via de salida (cara
ventricular) (Fig. 25 C). De igual manera, fue notorio que el
proceso de formacién de las cuerdas tendinosas progresaba de la
cara atrial a la cara ventricular de la valva, observandose en la
primera multiples concavidades con cordones celulares con
diferentes grados de ruptura o desintegracién (Fig. 25 B),
caracteristica gque en ninguna muestra se vié por la cara

ventricular. En el velo valvular posterior (parietal), mediante
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6.9. ESTADIO 40 (14 Dias) (Fips. 26 y 27)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO
Mediante ambas técnicas s2e observaron mucho mejor
dezsarrolladas las cuerdas tendinosas de amboz velos valvulares
(Fig. 26). En el velo valvular posterior se encontré una amplia
gama en la formacién de las cuerdas tendinosas; en algunos
especimenes las cuerdas estaban mAs avanzadas que en otros
(comparese A y B con C y D en Fig. 26), pero en todos los casos
el procezo de formacién alcanzaba la cara ventricular de la valva
en la mayoria de las fenestraciones vecinas al velo septal (Fig.
26 B), vy estaba en diferentes grados de perforacién en las zonas
alejadas a 1la valva (Fig. 26 D). Eszta Gltima éaracteriatica
sugiere que el proceso progresa del velo valvular hacia el

musculo papilar.

CORTES HISTOLOGICOS SERIADOS

El mezsénquima de los velos valvulares sigue aprecidndose
denso, pero ya pudo ser observado claramente la individualizacién
de las cuerdas tendineas por la cara ventricular de las valvas,
aunque todas ellas alejadas de su borde libre (Fig. 27). Los
velos valvulares en su unién con el anilloc fibroso de 1la valvula

se observaban mucho m&s adelgazados que en etapas previas.
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6.10. ESTADIO 41 ({5 dias) (Fips. 28 y 29)

MICROSCOPXA FOTONICA ESTEREOSCOPICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO
B&sicamente, la morfologia de ambos velos valvulares por la
via de entrada (cara atrial) fue similar que en el estadio previo
(Fig. 28 A). Por el contrario, por la via de salida (cara
ventricular) 1la wvalva anterior mostré ya un grado de desarrollo
de las cuerdas tendinosas tan avanzado como por la otra cara, y
apareci6 un reborde endocidrdico que, a partir del borde libre, se
dirigfa en direccién al anillo valvular perdiéndose
aproximadamente a la mitad de la distancia entre estos puntos

(Fig. .28 B).

CORTES HISTOLOGICOS SERIADOS

A diferencia de lo que se observaba en los estadios previos,
el mesénquima de los velos valvulares se observaba laxo,
diferencidndose con claridad del tejido conective denso que se
apreciaba en las cuerdas tendinosas (Fig. 29 A). Dichas cuerdas
tendinosas se encontraron ya muy adelgazadas e individualizadas,
aproximindose mids al borde libre en ambos velos valvulares (Fig.

29).

6.11, ESTADIOS 42 y 43 (16 - 17 dias) (Figs. 30 y 31)

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO

La morfologia valvular fue similar a la observada en los



64

estadios ‘previos, pero aun se pudieron apreciar mdltiples zonas
de cuei‘das tendineas en fofmacidn, tanto en . la y_.'-:lva anterior
como en la posterior (Fig. 30), pero siempre manteniéndose el

mayor desarrollo de las cuerdas tendineas de la valva anterior.

CORTES HISTOLOGICOS SERIJADOS

Histol6gicamente la morfologia de 1los velos valvulares,
cuerdas tendineas y misculos papilares fue similar a los estadios
previos (Fig. 31), aprecidndose con mayor claridad los espacios
internos precursores de nuevas fenestraciones, tanto en el
extremo de unién a las valvas como en el extremo de unién a los
musculos papilares (Fig. 31 B,C); en este Gltimo se pudo apreciar
también un arreglo de tejido conectivo laxo alrededor de dichos
espacios, que posiblemente sea el sitio donde se extenderi&n 1las

nuevas fenestraciones (Fig. 31 B,C).

6.12. ESTADIO 46 (21 dias) (Fips. 32 y 3))

MICROSCOPIA FOTONICA ESTEREOSCOPICA Y ELECTRONICA DE BARRIDO

Este estadio es en el cual el pollo eclosiona del huevo Yy
por tanto el final de l1la etapa prenatal. Por la via de entrada
(cara atrial) se ayreciab_an los velos valvulares y las cuerdas
tendinosas totalmente conformados, mostrando estas dltimas la
clasica imagen en forma de abanico surgiendo de los musculos
papilares (Fig. 32 A,B). Atun se aprecian =zonas de fenestracién

de nuevas cuerdas tendineas, lo que indica que el proceso de
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fqrniaciﬁh de cuerdas tendinosas no ha concluido (Fig. 32 B). Por
.7 l;a r':a‘ra ventricular la valva anterior mostr6 ya cuerdas tendineas
terminando en el borde 1libre de la wvalva, a escasa distancia de
éste, y en algunas zonas alcanzando el anillo wvalvular o zonas
vecinas (Fig. 32 C,D). El1 reborde endocArdico observado en el
estadio 41 en esta cara de la valva, fue apreciado todavia pero

en forma muy incipiente (Fig. 32 C).

CORTES HISTOLOGICOS SERIADOS

La arquitectura histolégica de los velos valvulares, cuerdas
tendineas y musculos papilares fue basicamente similar a ;a
observada en los estadios previos (Fig. 33). Por 1la cara
ventricular de los velos valvulares se apreciaban 2zonas de
"desprendimiento” de cé&lulas endocArdicas (Fig. 33 A,B), que
podrian estar implicadas en el proceso de formacién de nuevas

cuerdas tendineas y- o del adelgazamiento de los velos.
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DISCUSION

""Er'l’.f'la’. ;iféfatl;ia“mnndial se ha escrito mucho acerca de la
vélvﬁlé ‘x;litl"a'bl— déda l.a gran trascendencia que esta estructura
tiene para el funcionamientc: normal o anormal del corazén; en las
Gltimas décadas se han multiplicado los artieunlos publicados
sobre este t6pico, fundamentalmente en 1lo referente a su
patologia -~congénita o adquirida- y a su posible reparacién
quirdrgica. Sin embargo, llama la atencién el hecho de gque entre
todos los articulos publicados sobre la valvula mitral, poca
atencién ha sido dada al proceso de formacién de esta estructura,
Yy la explicaci6n que se da de dicho proceso es muy superficial y
mis especulativa que real, generalmente basada en dos o tres
trabajos clésicos (ODGERS, 1938, VAN MIEROP y Cols, 1962, NETTER
Yy VAN MIEROP, 1969, fundamentalmente). Si la explicacién que se
da al proceso de formaciétn de la valvula mitral es tan incompleta
como comentado antes, no sorprende el hecho de gque en 1la
literatura practicamente no aparezcan imagenes directas que
ilustren los diferentes pasos del desarrollo de la v&lwvula
mitral, Yy é&stas sean substituidas por representaciones
esquemdticas también bhasadas en 1los traba.jos clasicos del tema.
Por todo esto, nos parecié de gran interés y trascendencia
realizar un estudio morfolégico acerca de la formacién de 1la
vilvula mitral utilizando 1la tradicional técnica de cortes
histolégicos seriados y técnicas de estudio tridimensional del
corazén a base de microdisecciones y cortes vistos con

microscopia foténica y electrénica de barrido, captando con ambas




: T O co cle].r :pro‘ceso; se seleccionté como
‘mod.'elo de 'est:!.\rdit:;nel'l'éo;"a;’ifén ‘de pollo fundamentalmente por tres
razonés: 12 Es en"e:'zte Kiﬂodelo Y en el corazén humano en los que
mAs se ha estudiado“el desarrolle prenatal del corazén, y por
ellpo en los que mayor experiencia y conocimiento se tiene del
tema; 2¢ La facil obtenci6tnm y manejo de los embriones y fetos de
pollo nos aseguraba el poder realizar el estudio en forma
secuencial sin perder ninguna etapa del desarrollo, cosa que es
prActicamente imposible de realizar si se utilizan embriones y
fetos humanos; y 32 El obtener los embriones y fetos de pollo
vivos, nos permite procesar 46ptimamente los corazones para su
estudic con microscopf{a fot6nica estereoscépica y, sobre todo,

can microscopia electrSnica de barrido.

Con respecto a la anatomia normal de 1a véalvula mitral, ya
los traba,jos clasicos de la anatomia del corazém humanc dan
descripciones detalladas de sus caracteristicas morfolbgicas
cuali-cnantitativas, pero hay que resaltar el hecho de gue las
descripciones han sido hechas en corazones de adultos, y poca
informacién hay acerca de como esti esta estructura em el corazén
del nifio, adn menos en el neonato y practicamente nada en el
feto, especnldndose gue ya desde 1la etapa fetal estan
determinadas sus caracteristicas cualitativas y, obviamente, sGlo
habra cambios cuantitativos hasta llegar al corazén de la etapa
adulta. LAM y RANGANATHAN, en 1970, y RANGANATHAN y LAM, también
en 1970, hicieron una importante revisién sobre la anatomia
narmal de la vAalvula mitral en el hombre, haciendo hincapie en

algunas caracteristicas de vital importancia para la cirugia de
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'I_'e,qion .,qelgco;;zoﬁ; a yyartir de entonces dichos trabajos han
_:SidC_l_ _r‘vt:'quynaydos como puntos de peferencia esenciales sobre este
'fema. :"‘ANDERSON y BECKER en su libro sobre Anatomia Cardiaca
‘publicado en 1980, proporcionan imagenes del corazén humano de
inigunalable calidad, mostrando con toda claridad las
caracteristicas esenciales de la valvula mitral y sus relaciones
con las restantes estructuras intracardiacas. DE LA CRUZ vy Coli-z,
en 1960 y ROWLATT y Cols, en 1963, hicieron importantes
contribuciones sobre la anatomia cuantitativa del corazén en 1la
etapa infantil, y sus tablas son consideradas en la literatura
mundial; ALVAREZ y Cols, en 1987, hicieron uno de los pocos
estudios cuantitativos del corézdn publicados hasta ahora de 1la
etapa fetal, aunque la mayorfa de sus casos corresponden a la
etapa fetal tardia. Referente a la anatomia normal del corazén
del pollo, se ha aceptado ampliamente gue en esencia es similar
cunalitativamente al del hombre, con excepcién del tabique
interatrial, del septo membranoso y del arco adértico; la valvula
mitral del pollo ha sido considerada casi por todos los autores

como semeJjante morfolégicamente a la del hombre.

En cuanto a las técnmicas de estudio del corazén en la etapa
prenatal para tratar de investigar =su morfogénesis y procesos
morfogenéticos involucrados, tradicionalmente ha sido empleado en
todos los modelos biol6gicos los cortes histolsdgicos seriados.
Que duda cabe de la trascendencia de esta técnica y de los
importantes hallazgos obtenidos en el desarrollo embriolégico en
general, y del corazén en particular, pero hay que tener en mente

de los inconvenientes y limitaciones de esta té&cnica, entre las



"‘:ci‘mlés ':.s"e"pfuérdbex'xmd‘é's'taca'rwyel'tiue produce en mayor o menor grado
ax;tefactos derivados del. procesado de las muestras y que la
imagen tridimensional es alcanzada de la suma o superposicién de
muchas imAgenes bidimensionales captadas mental, fotogrAfica o
diagramdticamente; son obvias las posibilidades de erroxr de 1la
técnica, pudiendo con suma facilidad perderse, invertirse o
girarse algunos de los cortes, sobre todo en manos inexpertas,
que llevarfa a conclusiones erréneas, y adem&s s8i 1la
reconstruccién tridimensional es mental o diagramatica 1la
interpretacién subjetiva del observador Jjuega un papel crucial
influido -conciente o inconcientemente- por ideas preconcebidas.
En la dltima década se han intentado minimizar estos problemas
introduciendo té&cnicas de reconstruccién tridimensional por
computadora con analizadores de imagen, (ue seguramente permitiré

importantes avances en el estudio de la embriologia.

AdemAs de esta técnica cléasica de la embriologia se han
ntilizado en las udltimas décadas otras técnicas que permiten
realizar estudios desci‘iptivos y“0 experimentales, que nos han
venido proporecionando cada vez mayor y mas completa informacién
mobre el desarrollo embriolégico y fetal. Entre las técnicas
descriptivas hay que resaltar la microscopfa estereoscépica
utilizando el microscopio foténico estereoscépico o el
microscopio electrénico de barrido; ambas té&cnicas proporcionan
directamente imigenes tridimensionales dce las estructuras, con
una minima o nula distorsién de las relaciones, si se realizan
las disecciones o cortes adecuados, y con la facilidad de captar

fotograficamente dichas imdgenes; una limitante que hay que tener



nica  es ereusc pxca es qu.e s

en’ cuehfa : ’dé

poder de resolucldn es hueno sdlo con ba.ja magniricacxén (menos
Vdev,' 30 aumentos), cosa que no ocurr;a ’con- la microscopia'
‘elect{'ﬁ_ni_cavde barrido en el que el ihoder de resoluci6n es
excelente con alta magnificacién (500 6 ihclgso m&as aumentos),
fero que requiere condiciones de procesado de las muestras muy
especificas y laboriosas. Estas técnicas nos proporcionan
importante informacién de las estructuras en cuanto a su forma,
tamafio, textura y relaciones, pero no nos dan ninguna informacién

de su funcién ni de su arquitectura a nivel celular, pudiéndonos

orientar sobre los mecanismos morfogenéticos involucrados.

Por ,otro lado, las técnicas experimentales en la embriologfia
si nos permiten estudiar la funcién y mecanismos morfogenéticos
durante el desarrolleo prenatal, pero s6lo son aplicables en
modelos animales, fundamentalmente en aquellos que tienen su
desarrollo prenatal fuera del claustro materno, tales como las
aves; es por ésto que la mayoria de los estudios experimentales
realizados sobre el desarrollo prenatal del corazén han sido
hechos en embriones de pollo y muy pocos en embriones o fetos de

mamiferos.

Como fue referido, entre los trabajos clisicos sobre el
desarrollo prenatal de la v&alvula mitral esta el articulo de
ODGERS (1938), quién hizo wuna descripcién de ambas valvas
atrioventriculares en corazones de embriones y fetas humanos,
utilizando cortes histol6gicos seriados tefiidos con hematoxilina-

eosina o con trierémico de Masson. Describe que en 1los



embriones de 1_2.5 mm C-;R, 1a® valvaﬁ septal de ia mitral est4
formada por los cogjines ven‘troshperior y dorsoinferior del canal

atrioventricular, ya fugionados, constituidos por "tejido de

cojin" desprovisto de musculo. En embriones de 17 y 175 mm ya

identificé al mdsculo papilar anterior unido a la valva septal de
la mitral, la cunal aldn estaba constituida por ‘tejido de cogjin“;
la unién entre el musculo papilar anterior y la valva septal,
refiere se realizaba por "cuerdas musculares’. Ya en la etapa
fetal sefiala que las valvas atrioventriculares han perdido su
"tejido de cojin' y estin constituidas por mtdsculo y fibras de

coligena.

VAN MIEROP y cols, en 1962, y NETTER y VAN MIEROP, en 1969,
estudiaron el desarrollo del canal atrioventricular, utilizando
tambi&én corazones de embriones humanos a los que realizaron
cortes histolé6gicos seriados. Observaron gque los cojgines

ventrosuperior y dorsoinferior del canal atrioventricular tienen

una constitucién mesenquimatica antes y después de su fusién, y
aunque no son verdaderas valvulas piensan debian funcionar como
tales. Dan una descripcién detallada de los cambios morfoldégicos
que observaron y concluyen que las valvulas atrioventriculares
definitivas derivan del mesénquima que rodea a el canal
atrioventricular, del "tejido de cogin” y del miocardio
ventricular. Estos importantes trabajos fueron ilustrados,
fundamentalmente, con elegantes esquemas y dibujos en color que

dan una falsa impresién de simplicidad del proceso.



o ‘WESIIVI"(K Y GITTENBtERGER—I?)E_-él?OdT, en 1982 y ‘1')85, estudiaron
embriones humanos de 36325 lﬁm de C-R, haciéndole‘s a los
cor&zones cortes seriados. Sefialan que los coJjines endocirdicos
ciel canal atrioventricular no tienen una contribucién sustancial
en los velos valvulares ni en su aparato tensor, sino que estas
estructuras son el resultado de la invaginacién del sulcus
atrioventricular y del "socavamiento' del miocardio ventricular.
También concluyen que al terminar la septacién 13;*1 &reas ocupadas
por los coJgines endocidrdicos atrioventriculares est&n
restringidas a los sitios de cierre final de las comunicaciones
‘interatrial e interventricular. Similares conclusiones habfan
también sido alcanzadas por VAN GILS en 1978, también en

embriones humanos.

MAGOVERN y cols, en 1986, estudiaron embriones humanos de
los horizontes X a XXIII de STREETER (1951), utilizando las
colecciones de cortes seriados de la Carnegie Embryological
Collection de la Universidad de California y de la Hopkins
Pathology Collection en Baltimore, he hicieron reconstruciones de
algunos especimenes. Describen, en el horizonte XVII, que ya
pueden reconocer velos valvulares mitrales y tricuspideos, y gque
los primeros estin m&s desarrollados que los nltimos. Es hasta el

horizonte XXIII en que pudieron identificar cuerdas tendinosas.

Como puede verse, los trabajos de la literatura sobre la
formacién de la valvula mitral en el hombre son pocos, confusos y
exclusivamente realizados mediante cortes histoldégicos seriados y

algunas reconstruciones. Con excepcién del trabajo de MAGOVERN



(1986), todos los demés autores utilizan como criterio ‘para
determinar la edad embrionaria y fetal 1la longitud C-R (cr‘aneo-
rabadilla), la cual es una de las dimensiones que mas puede
variar como resultado del proceso de fijacién del espécimen y por
tanto pudiendo traer cuﬁfusidn en los hallazgos reportados por‘
uno u otro autor en embriones o fetos de aparente similar
longitud C-R. Por otra parte la técnica de cortes histologicos
gseriados y reconstruccion del corazén a partir de &stos, que fue
la 1nica técnica empleada en dichos estudios, permite obtener
8610 observaciones estAticas que no dejan alcanzar conclusiones
validas del origen o destino de las estructuras a lo largo del
desarrollo. Por ello, las observaciones hechas por todos estos
autores son, que duda cabe, muy importantes, pero solo pueden ser
conzideradas como observaciones y no como conclusiones, y por
supuesto servir como punto de referencia de nuevas

investigaciones utilizando otras té&cnicas.

Se ha profundizado m&As en lo referente al desarrollo de esta
valvula utilizando como modelo el pollo. Asi, HAY en 1972 y en
1978, hizo estudios histolégicos y ultraestructurales sobre el
desarrollo y fusién de los cojines endocardicos ventrosuperior y
dorsoinferior del canal atrioventricular. Refieren que el proceso
de fusién de dichos cojines ocurre entre losx estadios 27 y 28 de
Hamburger y Hamilton, observando invasién paulatina de células
endocirdicas al interior de los cogjines. Este autor no aprecia
muerte celular en la superficie de fusién de los cojines, por 1lo
que sugiere que este mecanismo morfogenético no estad involucrado

en el proceso, y s{ en cambio sefiala puede haber un proceso de



s .

"dés&iferenciaciﬁﬁ“ "cel'ulra I.OS Veﬁv‘ 1973, ‘realiz6 un estudio

‘ultraestructural ‘tamhlén'yen emhriﬁn de pollo analizando el
proceso de fusién de los cojines del canal atrioventricular.
ARGUELLO y Cols, en 1956, retomaron el tema de fusién de los
caojines ventrosuperior y dorsoinferior en embriones de pollo,
utilizando microscopfa electrénica de transmisién y de barrido,
resaltando la importancia gque tiene el ({ntimo contacto
endocardio-endocardio de los co,jines para el proceso de fusién, y
que dicha fusién progresa desde el borde atrial de los cogines
hacia el borde ventricular, y de m&s o menos la porci6én medial de

los cojines hacia los ladoas.

MARCKWALD y Cols, en 1977, estudiaron histolégicamente el
desarrollo de los cojines endocirdicos comparando el proceso en
el pollo y 1la rata, tratando de dilucidar el origen del
mesénguima y la secuencia de cambins gue ocurren en los cojines.
Observaron que el desarrollo de los coJjines endocardicos fue
similar en ambas especies. Estos autores sefialan que no es sélo
la proliferacién del endocardio el origen de las cé€lulas que van
a poblar el mesénquima del cojin, sino también el miocardio,
encontrando una gran similitud entre las células del cojin a
todos los niveles, incluyendo aquellas que est&n en contacto con

el miocardio.

Todos estos trabajos realizados en embriones de pollo han
dado aportaciones importantes al tema, pero se han centrade
exclusivamente a la etapa de formacién de los cojgines del canal

atrioventricular y su fusién, no habiéndose continuzado el estudio



“tricuispide

~ DE ‘LA cﬁpz‘ y ‘Cols, en "1,963’,yf.GARCIA—P‘EI;AEZ y Cols, en 1984,
estudiaron experilﬁentéinien;e i“el desarrollo de los cojines del
vc'anal atrioventricular en el embrién de pollo, utilizando
técnicas de marcaje selectivo "in ovo" de esas estructuras
embrionarias, rastreandolas hasta la etapa de corazén maduro
{estadio 35 de Hamburger y Hamilton). De esta forma, pudieron
concluir que en este modelo el cojin dorsoinferior participaba en
el desarrollo de la porcién de entrada de ambos ventriculos y en
la formacién de la mitad posterior de 1a valva septal de 1a
mitral, mientras que el coJin ventrosuperior 1lo hace en 1la
superficie izquierda del septo de salida ventricnlar y en la
mitad anterior de la valva septal de la mitral. Ambos trabajos,
sin embargo, no hacen hincapie en l1los cambios morfoldégicos que
presenta la valvula, y en ambos sugieren que el desarrolle de
estas estructuras embrionarias debe ser similar también en el

hombre.

En la literatura s6lo fueron encontrados dos articulos
centrados especificamente al mecanismo de formacién de 1las
cuerdas tendineas en el embrién de pollo, ambos del mismo grupo
de investigadores. As{, NOBLE y Cols., en 1983 y MORSE y Cols,
en 1984, estudiaron embriones de pollo entre 6 y 13 dias de
incubacién (estadio 29 a 39 de Hamburger y Hamilton), utilizando

microscopia electrénica de barrido. En el estadfo 31 identifican



lo que ellos denomin"an “"p:'-im,'ordlya' de Aas- cl.;e;rdkas tendineas",
siendo éstas unas 1lgeraa,elev‘iv;iéit;ylika‘vé"&eil te.jido tiue unen a los
velos valvulares rudimentarios con la pared ventricular.
Describen que en etapas posteriores estas elevaciones de tejido
se hacen mAs prominentes en su base, constituyendo los miusculos
papilares (pero no especifican exactamente en qué estadio ocurre
ésgto). Mas tardiamente observan unas crestas alternadas con
suaves depresiones o agujeros en la zona de los primordios de las
cuerdas tendineas, siendo las cé&lulas endocardicas muy
prominentes en las depresiones, en contraste con las células
aplanadas del resto de la regién (aunque tampoco especifican en
que estadio encontraron estas observaciones). En el estadic 38
identifican las primeras perforaciones en 1la regién de 1las
cuerdas tendineas en formacién, las cuales van coalesciendo entre
s8f para formar perforaciones m&s grandes, y ya en el estadio 39
son bien aparentes las cuerdas tendineas primarias y secundarias,
Yy comienzan a aparecer las terciarias. Los autores concluyen que
el desarrollo de las cuerdas tendineas ocurre pues, entre los
estadios 29 y 39 de Hamburger y Hamilton, estando intimamente
ligado su desarrollo al de los velos valvunlares. Adem&s sugieren
que el mecanismoe de formacién de las perforaciones para formar
las cuerdas tendineas debe ser similar al observado en 1la
formacién del <foramen secundum atrial, en la ruptura del
mesocardio dorsal © en la perforacién de la membrana
bucofaringea, siendo un evento programado celular Yy

hemodinamicamente.



MUSCULOS PAPILARES

Nuestras observaciones indican gque el primer esbozo o
manifestacién de los miusculos papilares puede ser apreciado tan
temprano como el estadio 28 (5% - 6 dfas), no apreciable con
microscopia fotdnica estereoscépica pero si con microscopia
electré6nica de barrido; mediante esta Wltima se observSé en este
estadio que el extremo ventricular de los cojines ventrosuperior
y dorsoinfertior, ya fusionados entre s{, formaban dos columnas
que descendian en direccién al dpex ventricular y que se perdian
finalmente entre sus trabéculas (Fig. 15 A, C); en el borde
lateral izquierdo del canal atrioventricular se observ6 una
tercera columna muscular, alejada de los cojines ventrosuperior y
dorsocinferior, gque al igual que las antes descritas descendia de

la pared libre ventricular (Fig. 15 B, C).

En el estadio 30 (64 - 7 dias), los tres primordios de los
misculos papilares eran mucho mas evidentes (Figs. 17 y 18) y a
nivel de la superficie de corte en los cojines atrioventriculares
fusionados se podian ver imAgenes sugestivas de fasciculos
musculares provenientes de los primordios de 1los8 misculos

papilares (Fig. 17).

Del estadifo 31 (7 dias) en adelante, ya fue posible
identificar los tres musculos papilares mediante microscopia
fotfnica estereosc6pica, siendo ya muy patente para el estadio 37
(11 dias) tanto con microscopia foténica estereoscépica (Fig.

20), como con microscopia electrénica de barrido (Fig. 21), como



ESTA TESIS NO DEBE
SillR DE LA BiBLIGTECA

artir. dél estadio 38 (12 dias) los musculos papilares se

ortes hi_st'dl"dv‘giit‘:osr (Fig.::22).

-vky\"igrén"-éa.i:(‘av‘\lrez mas prominentes e individualizados del miocardio
ventricular (Figs. 23 en adelante), manteniendo entre s{ sus
proléorciones relativas, siendo el mas pequefio de los tres el
Vm“ﬁsculo lateral, pero en ninguna de las muestras observadas se
\}io involucién de éste. Para el momento de la eclosion (21 dias)
la forma y constituecién histoléica de los musculos papilares
(Figs. 32 y: 33) recordaban la obhservada en los corazones

pb,stnatales (compare Fig. 32 con Fig. 2)

g Con respecto a los mecanismos morfogenéticos involucrados en
la  individualizacién o separacién de los mtGsculos papilares del
miocardio ventricular, se ha descrito en los corazones humanos un
proceso denominado delaminacién y socavamiento (VAN MIEROP y
Cols, 1962; NETTER y VAN MIEROP, 1969), siendo sugerido por
algunos autores que podria estar implicado en &sto un proceso de
muerte celular. En nuestro estudio no apreciamos imAgenes
sugerentes de dicho proceso de muerte celular a nivel de los
midsculos papilares ni con el microscopio electrénico de barrido,

ni en los cortes histolSgicos.

VELOS VALVULARES

En relacién a los velos valvulares, ya mediante microscopia

electrénica de barrido fue posible observar en el estadio 28
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(5% = 5 ﬁj?a’s)vunrfac'te‘lgaz'al»ﬁiéntb deltubérculo ‘izquierdo de los
é‘:o.vj'i'rie‘; '.:sé:ptaylér.;:; :;a'{ritfarv‘en:t'ri‘éhiavréé‘::fﬁ:sit;hados tfundamentalmente
‘de su ‘mii_:ad ventral), ‘q;xé b,ju'nto con el cojin lateral izquierdo
daban la apariencia de velos valvulares rudimentarios (Fig. 14B);
histolégicamente estos primordios de los velos valvulares eataban
constituidozs de tejido mesenquimitico denso que se continuaba
directamente con el wmiocardio ventricular (Fig. 16). El
adelgazamiento de los co,jines se fue haciendo mas evidente en los
estadios posteriores (Figs. 17, 18 y 19) y ya en el estadio 37
(11 dias) fue posible identificar mediante microscopia foténica

estereoscdpica el velo valvular anterior y posterior de la mitral

(Fig. 20).

En el estadfo 41 (15 dias) se pudo apreciar mediante
microscopia electrénica de barrido un reborde endocArdico en la
cara ventricular de la wvalva anterior (Fig. 28 B), a cuyo
significade no encontramos eXplicacién; en los cortes
histoldgicos x2¢ obaerve un cambio rxdical an Jod vaealaonr
valvulares, ya que el mesénquima denso visto en los estadios
anteriores se veia laxo, distinguiéndose con claridad del tejido

conectivo denso de las cuerdas tendineas en formacién (Fig. 29)

En el estadio 46 (21 difas) la morfologia de 1l1los velos
valvulares era ya m&s o menos semeJjante a la de los corazones
postnatales (comparese Fig. 32 con Fig. 2), aungque notoriamente
adin gruesa, observindose en los cortes histolégices por la ecara
ventricular de las valvas algunas zonas de "desprendimiento" de

células endocArdicas (Fig. 33) que podrifan estar implicadas en el



~continuar durante algun tlemyo en la etapa postnatal.

'._‘Es ,. e‘\;idehte que los"prinv:ortvﬂos ‘de los velos valvulares s=on
’lbis cojines mismos del canal atrieventricular, e incluso se ha
dicho que &stos tienen umna "funcién valvunlar' desde el momento de
sSu aparicién. Llama la atenci6fn el cambio brusco de mesénquima
laxo a mesénquima denso que se aprecié en el estadio 41 (15 dias)
Yy que indudablemente esti indicando que estid ocurriendo un
proceso de diferenciacién celular y probablemente también de
migracién celular, como sugerido por VAN GILS (1978) y WENINK y
GITTENBERGER-DE GROOT (1982, 1985) en embriones humanos. De igual
manera, es de resaltar el hecho que en el estadio 46 (21 dias) -~
es decir Jjusto antes de la eclosién - adn los velos valvulares no
muestran la constitucién histol6gica descrita en los corazones
post-natales, ademi&s de que =se ven imAgenes de “desprendimiento”
de células endocArdicas, que nos permiten deducir que 1a
formacién de los velos valvulares no concluye en la etapa
prenatal, sino gue continda durante algun tiempo en la etapa

post-natal.

CUERDAS TENDINOSAS

Referente a las cuerdas tendinosas, no Se observaron
imAdgenes ni siquiera sugestivas en los estadios inicialex de
nuestro estudio. E1 primer cambio que podria sugerir el inicio

del desarrollo de las cuerdas tendineas fue observado en el



micros‘cg.jpxo_-

resxones" de" la-.

superficie endocardxca en el horde 1ihre del velo "valvular =

anterlor de 1la mitral (Fxs 16 CD), sxn emharga, en los cortes
histolégicos no se apreczaron modxt’xcaciones del mesénquima a
nivel subendocardico. Estas "depresiones"‘ tueron mas evidentes y

numerosas en los estadios posteriores.

No fue sino hasta el estadio 37 (11 dias) en que se
detectaron claramente los primeros indicios de formacién de las
cuardas tendineas, observindose con el microscopio electrénico de
barrido unas "hendiduras" o ‘'"grietasg" en la superficie
endocé&rdica de la cara atrial (superior) de la valva anterior de
la mitral (Fig. 21 A,B); histol6Ggicamente, en este estadio 37, si
fueron detectados cambios, consistentes en un aparente
reordenamientc mesenquimal en la zona de transisién de los velos
valvulares con los misculos papilares, mostrando espacios vacios
rodeados de mesénqgima sin cubierta endocArdica en el interior de
los espacios (Fig. 22 B). Este cambio histol6gico si sugiere ser
un cambio precedente a la formacién de las cuerdas tendineas y no
parece corresponder a simples depresiones endocirdicas ya «que,
como comentado antes, no estdn los espacios recubiertos de

endocardio.

En el estadio 38 (12 dfas) ya fueron observadas en algunos
casos pequefias fenestraciones y-o orificios con el microscopio
estereoscipico, localizados en las zonas de continuidad de los

musculos papilares anterior y posterior con el velo valvular




m&s evxdente en 1as

oscop o’ electrﬁnico de barrido, pero

\lnicamente>en la .zona e unién de los misculos con el velo

anterlor o septal. evldenciando ahora si las primeras cuerdas
tendinosas; por 1a> cara. atrial (superior) estas primeras cuerdas
tendinosas mostraban francas evidencias de coalescencia de dos o
mas fenestraciones y al parecer por un procesc de muerte celular
(Fig. 23), siendo su grado de desarrollo mayor que el observado
por la cara ventricular (inferior) en esta misma valva, en la que
solo se ven pequefiags fenestraciones u orificios (Fig. 24). Por el
contrario, en 1la unién de los mutasculos papilares anterior,
posterior y lateral con el velo valvular posterior o parietal no
se encontraron aun fenestraciones un orificios, pero si pudieron
ser vistas "hendiduras" o "grietas" (Fig. 23 A). semejantes a 1las

observadas en el estadio 37 en el otro velo valvular.

En el estadio 39 (13 dias) es mayor el grado de desarrollo
de las cuerdas tendineas, ya aprecidndose con el microscopio
electrénico de barrido cuerdas tendinosas rudimentarias en 1la
cara atrial del velo valvular posterior o parietal, agan muy
cortas y que no se abrfan a la cara ventricular de la valva (Fig.

25 A).

En el estadio 40 (14 dias) ya se observan claramente las
cuerdas tendineas en ambos velos valvulares, perg siempre con
menor grado de desarrollo las correspondientes al velo valvular
posterior o parietal (Fig. 26), notandose también que el grado de

desarrollo de las cuerdas tendineas es mayor en las partes



‘En’ el estadio 41
se pudo o.b‘servax‘} qﬁ.e da

desarrollo practicamen

correspondientes’
desarrolladas que 28
: cuerdas

y 30). Los
e ercti\irro denso,
elos valvulares
(Fig.. . : n'terxr‘nos en el
mo_en.el.inferior (Fig.
; ‘el arreglo

mesé‘nqliim 1/ ‘par rdas tendineas.

Finalmente en el estadio 46 (2 dias) adn se apreciaron

zonas de fenestracxén de nuevas ‘rc(as tendineas, y en 1los

cortes }ustoléglcos células endocax‘dxcas desprendiéndose (Figs.
32 y 33) que indican que el proceso de formacién de cuerdas
tendineas no ha conecluido y por tanto sugiriendo que el proceso

continda aun en la etapa postnatal.

Nuestros resultados est&n de acuerdo con lo reportado por
NOBLE y Cols. (1983) y MORSE y Cols. (1984), en que las cuerdas
tendineas de la valvula mitral comienzan a formarse alrededor de
los estadios 30-31, pero discrepan de estos autores en que el

proceso termina en el estadio 39 (13 dias), ya que observamos que



el ’empleo: del’ micvxfos‘c'ppip:'—

‘sin lﬁﬁar‘ a duda, infinitainenté km}ayuvx?
xcroscopia fotdnica estereoscoplca, ya'que
o tectar las caracterfsticas morfologlcas ‘de 1as

st' L turas cuando estas ni remotamente pueden ser visibles al

~microscopxu foténico. No por ello deja de ser de gran valor el

estudio ﬂinxcxal de 1las estructuras con microscopio -

estereoscdplco, vya que ademas de la informacién que da nos indica
de loa corte o disecciones que deben ser hechos para el estudio
~ulterior con microscopia electrénica de barrido. Finalmente 1la
F'x‘n'formachn alcanzada con é&stas dos técnicas debe ser
correlacionada caon 1la obtenida de 1los cortes histoldgicos

seriados, ¥y en caso necesario con cortes semifinos o cortes finos




qiie; nos permitiria comparar . 1os Vresul;ta'dvos en . ambas

especies y ;nq.s‘pgvrx'ni‘tiri_a: ratificar ‘o Trectificar :i‘a tan socorrida
‘erxﬂ"l;répdl"acibh .de los hallézéos de una especie a o"t‘:ra-.'qu.g' se ha.ce'.
.é’c;,mﬁnmente' en  la literatura.' De igual manera, seria cénvenien‘te
disrena‘rwynn estudio encaminado a investigar los procesos bé&sicos

‘de'l_d_esa'rrolln que participan en la formaciSn de la vAalvula

‘mitral - tanto en aves. como en mamiferos -, que tome como

platarfgrﬁira', los  hallazgos obtenidaos en este  trabajo, pero
utilizando la_ metodologia adecuada para los objetivos del

‘estudio.
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Fig. 2. Corazon de polleo aormal
posi-natal. A. Vista superior de
un corte tranaversal del vcorazon

a nlvel de los orificios
atrioventriculares y arteriales.
B. Disecceidn de las cavidades
1zquierdas por sy cara postero-
lateral. [SN Carte de “"cuatro
camaras", mitad dorsal (poster:-
or) el corazon. Motene 1a

samilar merfologfia con el
cosrazdn humano de la Figura 1.
iz flechs sefiala el septo atrio-
ventricular,
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Fig. 3. Representacion esquem&tica de los cambios de posgicion
espacial del canal atrioventricular durante la etapa de asa (A,B)
Y post-asa (C,D,E y F). A,CE. Vista ventral del tubo cardiaco.
B,D,F. Vista lateral izquierda del tubo cardiaco.

At = atrios primitivos; CAV = canal atriovemtricular; PDBC =
porcién distal del bulbusx; PPBC = porcién proximal del bulbus;
SAVD = surco atrioventricular derecho; SAVI = surco atrioveritri-_
cular izgquierdo; SBV = surco bulboventricular; SV = seno venoso;
T = tronco arterioso; VVD = vena vitelina dexecha; VVI = vena
vitelina izquierda; VP = ventriculo primitivo.
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Fig. 4.
diferentes estadios de desarrollo.
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Esquema tomado de Van Mierop, 1976.
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desarrollo. Vista izquierda. A, embrién 6 mm. B, embridn 9 mwm
Esquema tomado de Van Mierop, 1976. )
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Fig. 6. Representacién esquemitica de s3secciones sagitales de
corazones embrionarios humanos en diferentes estadios de
desarrollo. Vista izquierda. A, embrién de 16 mm. B, corazén
post-natal. :
Esquema tomado de Van Mierop, 1976.



‘Fig.. 7. Material y equipo uwtilizado para los estudios de
microscopia fotdnica. A. Microscopio estereoscopico binocular;
instrumental de microcirugia y algunos otros de los materiales..
empleados. B. Equipo Multiphot de fotomicro-inacrogratia. SR




Fig. 8. Equipos utilizados ‘para
los estudios de microscopyra’ .’
electrénica de barrido. 'A. Dese-:
cador <= punto critico." B Recu-
bridor e oro. C. ' Microscapio
electrdnsico de barrido.: o “F
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Fig., 1o Fotomearografla ftotdnica
estereascapics de un Yeto de pollo
del estadio 38, ilwvstiando la téc-

nica e abordaje al corazién. A.
Axpecto externo del feto, al cual
e4qta e posicion decubitd

dorsal wostrando, por tanto, su
vista ventral. B. Se hnha hecho la
1sc1s39n de i1a pared Antero-medial
del torax, quedando expuesto el
corazon. C. Magnificacién del
recuadro senalado en B: obssSrvese
ta wmeorfologfa del corazdn y gran-
deg artveriay por su aspecto ven-
tral.



Fig. 11. Esquema representativo de los diferentes planos de corte
para el abordaje de la v&alvula mitral.' A. Plano de diseccién de
la via de entrada ventricular izquierda; la linea puntéada sefiala
la orientacién y extension de la incision sobre la pared lateral
del atrio y ventriculo izquierdo. B. Plano de diseccién de la via
de salida ventricular izquierda; la 1linea punteada sefiala la
orientacién y extensién de la incisién sobre la pared anterior
del ventriculo hasta la v&alvula aértica. C. Abordaje para la
desinsercién de 1la va&lvula mitral, habiéndose realizado
previamente un corte de 1la pared lateral de las cavidades
izquierdas como sefialado en A; las 1lineas punteadas aefialan el
nivel de corte en los midsculos papilares y en los velos
valvulares. D. Plano del corte de " 4 c&maras ".

Al = atrio izquierdo; Ao = aorta; AP = arteria pulmonar; VI =
ventriculao izquierdo; 1 = velo septal mitral; 2 = velo parietal
mitral
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Fire., 12 Fotomicrografia £otoni-
ca esterveoscopica de ewmbridon de
pullas del estadio 28 (5% - b
ras). A. Aspectio externn del
embreritn, wvista derecha. B, Aspec-
to externo del corazdén, vista
derascha. ®58. C. Aspecio exXterno

del coyraron, vista jzquierda.
K55,

AD = atrio derecho: Al = atric
izquierdo, € = c¢cono, T = roncoe
arteriocso;, VD = ventricule dere-

cho; VI - ventriculo izgquierdo
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i'otomicrografias foto-
1reoschpicas de micro-
i de corarin e em-
v pollo del estadico 28
- %5 ¢i1as). A. Vista sepral
it corte parazagital derecho
del vorandn. %x&60. B. Diseccidn
det atrio y venisrieulo izguier-
da, vista zepial. Obsérvaese en
dmbos la complezia fumdn de los
cojines ventrosupsasrior y dorso-
infertor dal capal atrioventri-
culay 'y swu relacién con la co-
muntcacion interveniricular em-
brionaria y el cono. x60 C.
Corte transversal del corazdén
v debajo de los orificios
rievenirtenlares, vista infe-
cios. Ndtese la concavidad de
tos cogines fusionados y el ali-
neamiento de su tub&ranlio dereciio con el esxpoldn bulboventricular
{x) ¥ el septo nteyrventvicwxlas psrimitivo, x70.

AD = atrio doerecho. € = cono; CIV - comumnicacidin interventricu-
lar; CF = caogines fusiornados, & - sapto interventricuiar;, VD =
ventricule derecho; VI = ventcoiculs izguierdo

o

<
T



Fi1g. 14, Fotomicrografiay electrdnicas e barrido de microdisec-
ciones de corarones de embriones de pollo del estadio 28 (5% -6
dias). A. Corte "cuatro camaras’. mitad dorsal; obsérvese 1la
morfolagia de loy coJines fusionados y la relacidn de ésxtos con
el septo iunterventricular primitivo y la comunicacién
interventricular embr:onaria. Los cojines lateralexs derechao e
izquierdo (x) vya pueden ser abservados x80. B. Corte “"cuatro
cidmaras” a nivel del infundibule adrtico (flecha) y la aparicncia
de velc valvular rudimentario del tejgido de cojines. xX86.

AD : atrio derecho; AI : atric izgquierdo, CF = cojgines fusiona-
dos; $§ = septo interventricular; VD = ventriculo derecho; VI =
ventriculo izgquierdo



¥ig. 15, Fotomicrografias elec-
tréanicays oe barridoa de microdi-
secciones del ocorazén de embrio-
nes de pollo del estadio 28 (54-6
dias)y. A Corte perasagital
izquierdo, mitad sepial: obsérvese
ics cojines fusionacdos y el
extrewo ventricular de ¢éstos
tormando coluwnas (flechasg) que se
pierden en el miocardio ventricu-
lar. X788, B, Mitad parietal del
corte de A", nétese el coJgin
lateral y la presencia g nna
tercera volumuna (flecha) que
continia a ddgichko colin con el
mioscardic veniriculay. x86. c.
Coxrte transzversal del corazdn por
. deba,jo del oriticio zirioventricu-
lay 1zquierdo, vista inferior; obsérvense las tres columnas
(flechas) e tu)ido de cojines adosadas al miocardio ventricular:
x137.
CF = cojinexs fusionados; V! = ventricule izquierdo
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Fig. 16. Fotomicrografia &6ptica de wun corte histoldgico del
" corazén de un embriém de pollo del estadio 28 (5% - 6 dfas), a
nivel de los coJjines mediales fusionados (ventrosuperior vy
dorsoinferior) Y lateral izquierdo del canal atrioventicular.
Corte seriado en el plano frontal, tefiido con hematoxilina-eosina.
Obszérvense la constitucién histoléSgica de 1los co.jines y 1la
continuidad del mesénquima de é&€stos con el miocardio ventricular.
x187. ’

Al = atrio izquierdo; Me = mes&nquima; MP = misculo papilar; VI =
ventriculo izquierdo; 1 = velo septal mitral; 2 = velo parietal
mitral ’
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Fig. 17. Yotowierografias electronicas de warridoe Jde wpa
microdiseccidn de corazdn de empridn de poiilo del astadic 30

{6% - 7 dias) A. Corte "cualro camaras’, mitad ventral; ndlese
el wvelo wvalvular antegricr de la mitral, ain rudimentario. al
ignal que =21 primordicv det musculo papilar Zaterc-lateral. La
flecha 1ndica el infuudibulo adértico. x80. B, MagmTicacidn ozl

recunadro sefnalade en "A': natens las caracteristicasn del
mesénqueimi oel veln valvular anterior de la mitral y la2
terminacion de fibras musculares, apagcsentemente provepientes del
-musenlo papilar Antero-lateral. x4$96.

A = valvula adrtica; AT = atrio izquierdo; VD = vegtriculo dere-
cho; VI = ventriculo izquierdo; a = masculeo papilar anterior



Fig. 16. Fotomicrecgrafias =lectrvdénicay de barrido de micradisec-
ciones de corazoeones de embriones de pollo del estadio 30 (6% -~ 7

" mitaedes diorsal (xHh) Y

dias). A.B. Corte "cnatrao Camd
ventral (XxX653), respectivampaente, Obs¢rvese los velos valvalarces
anterior Yy posterior de la mtcal, adn ruodimeantarios, ¥y el
primordio del masculo papirlar anterov-lateral. La flecha xenasia
la direccidn 3 possceidn del inyYundibulo aortica. C Magnifircacién
de) recuadro senalado en "B (X2%6). . Magnificacion del
recuadro sertaiado en "C' (x817) noétese las dJdepresiones (flechay
que aparscen £n el endocardio gue racubre 3 los veles valvulares.
AD = atrio derecho; Al = atrio izqguierdo; VD = ventriculo dere-
cho; VI = ventricule izquierdo
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Fig. 19. Fotomicrograrifas electrénicas «e Dbarrido de una
microdiseccién del corazén de embridn de pollo del estadio 35
(8% - 9 dfas). A. Vista ventricular del velo anterior de la

valvula mitral; obsérvese 1la continuidad mitro-aértica (linea.
punteadx blanca). x130. B, Magnificacién del mismo velo wvalvialar,
apreciandose una superficle endocdrdica pr&cticamente lisa. x319.
A = valwvnla adértica; L = velo septal mitral
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Fig. 22. Fotomicrografias O6pticas
¥ de cortes histolégicos del corazén
? de fetos de pollo del estadio 37
(11 dias). A. Corte a nivel de 1la
comisura p6dsteromedial de 1la
valvula mitral. Obsérvense el
mesénquima denso de los esbozos
)y valvulares y su continuidad con el
miocardio del muisculo papilar
posterior. x125. B. Magnificacién
del recuadro seffalado en "AY, a
este aunmentoc se puneden apreciar
espacios vacios (x) en la zona
de transicifén dde los esbozos
valvulares con el muiscule papilar.
x1125. C. Esbozo del velo valvular
lateral de la mitral; nétese el
proceso de socavacién o ‘despegamiento’ del velo valvular de la
pared ventricular. x200.

Al = atrio izquierdo; MP = mudlsculo papilar; VI = ventriculo iz-
quierdo; 1 = velo septal mitral; 2 = velo parietal mitral
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Fig. 23. Fotomicrografias elec—
trénicas de barrido de una mi-
j crodisecerdn del corazén de un
E feto de pollo del estadio 38 (12
dias). A. Vista atrial (superi-
or} de 1la porcidén posterior de
las valvas septal y parietal de
k 1a mitral, y de su  comisura
péstero-medial. x69. B, Magnifi-
cacion del recnadro senalado en
"A" {(x104). C. Magnificacién del
recuadro sefialado en “B"
(x%1075); obsérvense las cuerdas
tendinoras uniendoc a la wvalva
septal con los masculos papila-
Tes. y aun 1~ continuidad
directa oe la valva parietal con
tos misculos papilares;, ndtese ea “B' y "C' cordones celulares
(flechas) atravesando las fenestraciones u orificios de las
cuerdas tendinosas en formacioén.

VI = ventriculo izquierdo; a4 = musculo papilar anterior; b = mids-
culo papilar posterior; 1 = velo septal mitral;, 2 = velo parietal
mitral :




e F1g. 24
trdintica
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Fotomierografiaz elec-
de barrido de una mi-
cidn del corazoén de un

M feto de ocllo del estadio 38 (12

oias). AL vista wventricular
tinferior) de 1A valva septal de
la mritral. =73, B, Magnificacién
del recuadre se2fialado en "A" del
lado tzquierdo. x1052. C. Magni-
fivacidvn el recuadro sefialado
en "A'" del lado derecho. x921.
Notese las aldn incipientes
fenestraciones uw orificios
presentes en esta cara de 1la
valva.
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Fig. aT. Fotomicrografia 6éptica de un corte histolSgico del
corazén de un feto de pollo del estadio 40 (14 dias). Obsérvese
las valvas septal y parietal de la mitral y las cuerdas tendineas
en formacién por su cara ventricular, formando fenestraciones
individualizadas(x) recubiertas de endocardio. x147.

Al = atrio izquierdo; VI = ventriculo izquierdo; 1 = velo septal
mitral; 2 = velo parietal mitral :



Fig. 28 Fotromicveografiss electrdnicas de barrvido de mrorodisec-
ciones del corazdén de« fetos e polle el estaddo 43 (15 dias). Al
Vista atrial (supertor) oo las val g septsl y parietal de la
mitral, y de su counszsura poastevo-medral. xX36. B. Vista
ventricular (inferigr) e ta valva geptal e la mitral. w54,
Obsdrvese en A la morfolegla similar e la valvula por esta cara
que en el extadio previa., Por el contrario, ndéiese en "B ua
campbio significativo de la worfalagia valvular respecto al
estadio previc, ya apreciiandose claramente las cuerdas ltendinosas
Yy apareciendo un reborde o rafé fibroso (flecha) en 1la poreidn
medio-igferior de Ja walva septll.

A = vAalvnula advtica; AJ = atrio izquirrdo; VI - ventriculo iz-
gquierdo; 2 : mascule pdapriar antevrior; b = méasculo papilar
pasterior;, ¢ = musculo papilar lateral: S : velo septal mitral;

2 = velo payietal mitral




Fig. 29. Fotomicrografias Opticas
de cortes histolégicos de
corazones de fetos de pollo del
estadio 41 (15 dias), teflidos con
hematoxilina~-eosina. A. Corte a
nivel de ambos velos valvulares
con sSus correspondientes cuerdas
tendineas y mdGsculos papilares.
N6tense el tegido comectivo laxo
de los velos valvulares y el
tejido conectivo denso de 1las
cuerdas tendineas. x242. B.
Cuerda tendinea muy adelgazada.
x269. C. Velo valvular parietal
mostrando las fenestraciones de
su cara ventricular, en cuyo
interior se observamn c¢é&lulas
endocadrdicas desprendiéndose.

x200.
Al = atrio izquierdo; CT = cuerdas tendineas; MP = mdsculo papi-
lar; VI = wventriculo izquierdo; Vv = velo valvular; 2 = velo

parietal mitral
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Fig. 31. Fotomicrografias O6pticas de
cortes histolégicos de corazones de
fetas de pollo del estadsio 242 (16
dias), tenidos con hematoxilina-~-
easina. A, Corte & nivel del velo
posterior de la mitral, mostrando el
te.jido cpnective laxo de &ste y el
tejido conectivo denso de 1las

cuerdas tendineas. x133. B. Velo
valvular, cuerda tendinea y musculeo
papilar. Obsérvense en el velo

valvular y en la parte alta del
muisculo papilar un espacic sin
células (x), precursoras ambas de
riuevas fenestraciones de las cuerdas
tendineas; en la vltima también se
aprecia wun teygido conectivo laxo al-
rededor del espacio vacio. x216, C. Acercamientoc de una cuerda
tendinea de tejido conectivo denso y del misculo papllar
correspondiente; en la base de la cuerda tendinea se aprecia
tegido conectivo laxo. x1842.

CT = cuerdas tendineas; MP = musculo papilar; Vv = wvelo valwvular;
2 = wvelo parietal mitral



Fig 3. FotomiaroGratias elecivdmieas de bDarrmdo de microdisec-
ciones del corszan 2 fetos de pollo de!l estadio <6 (2@ diasg
Visra atvrial (supevior) de la wvalva septal ce la witrasl y de
comisuras anvero-iateral v postero-medial. 359, B, Magnificacidu
del recvadroe sentalads ea ‘AT w240, C. Vista veptricalar
(inferior) de 1la valva septatl de la mitrai. xé64. ©. Maguniticacitn
del recuadro senalado en "C° X293,

A = valvula asrtica: Al = atrio nmaguierdo;, VI = ventiriculo iz-

quierdo; » : mUsculo papilav postertor; 1 = velo septal mitrail
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Fig. 33. Fotomicrografias frtoténi-~
cas de cortes histolégicos de
corazones de fetos de pollo del
estadio 46 (21 dias). A,B. Velo
valvular mostrando su caracteris-
tico tejido laxo; obs&rvese en su
cavidad ventricular (flechas) las
zonas de desprendimiento endocar-
dico. X273 y 460. c. Velo

. valvular, cuerda <tendinea y
midsculo papilar. x269.

L ] Al = atrio izquierdo; CT = cuer-
das tendineas; MP = misculo papi-
N lar; VI = ventriculo izquierdo;

Vv = velo valvular
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