H

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

299198

“CONTRIBUCION DEL PLIEGUE VENTRICULO INFUNDIBULAR
EN LA CRESTA SUPRAVENTRICULAR, ESTUDIO EXPERIMENTAL
EN CORAZON DE EMBRION DE POLLO"

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
BIOLOGO
PRESENTA:

CARMEN MAGDALENA AHUMADA GUTIERREZ

DIRECTOR DE TESIS:
DRA. EN C. CONCEPCION SANCHEZ GOMEZ

UNAM




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



M. EN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

"Contribucidn del pliegue ventriculo infundibular en la cresta
supraventricular, estudio experimental en corazdn de embridn

de pollo."
realizado por Ahumada Gutiérrez Carmen Magdalena
con niimero de cucnta 08419846-2 , pasante de la carrera de Biologia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de Tesis ’ -
Propictario Dra. en C. Concepcién Sanchez Gomez. -

Propietario Dra. en C. B. Isabel Garcla Pelééz:;::)%%jgéﬁ£izé’

. . A
Propictario M. en C. Miguel Angel Palomino Garibay. ff{éﬁyj

Suplente Dra. en C. Maria del Carmen Uribe Aranzdbal. 7. fz¢ P opyrninese Dt e Fe e,

Suplente Dra. en C. Genoveva Gonzalez Moran.

FACULTAD DE CIENCIAS
U.N.AM.

ST

Consejo Departamental de

u Y -rgs
Dra. Patricia Ramos Moraled)EPARTAMNMENTO

DI BIOLOGIA




Este trabajo-lo-dedico a:

A miy padrey Cavolina y Pedro, por swenovme calidad moral y espivitual, asi
comopor haberme brindado todo sw apoyo, cariney ensencngas:

A miy hermanoy Pedro; Moawting Leonawvdo y Lovena, quienesy siempre me hanw
apoyado-ev lay buenay y ew lay malas.

A miy amigoy Lowrdes, Judith,; Mauwricio-y Josefina, por estow siempre ew loy

A miy tioy Flovay Roberto-y miy primas Susicy Teve, pov estar e sy COragonesy
¥ s pensamniento, graciay por todo-

A Doraw Carmenv y Don Roberto; cuya comprensicwy covsejos, we alientoan ha

A Luis, por s cavior y paciencicy, grocidy pov ser mi companeso exv esle
tiempo-

Agradecimientos.

A lo Dra. Concepcidn Sanchey: — a quiesv agvadesco por haberme ayudado
a realigor estow tesis.

A la Biologow Alejandra Contveray: por sy conocimientos, sw apoyo
didécticoy laboral, ast como por swamistad.

AL Dr. Manuel Arteaga, la Dra. Isabel Garciaw y lao M. ew Cienciay Lawra
Villavicencio:  pov suk consejos, apoyo tecnicoy educativo-y por sw amistod.

AL M. env C. Miguel Angel Palomino; ala Drav. M. del Carmen Uribe y la Dra
Genovevaw Gongaileg:  pov revisaw lavtesis y brindarme suy opiniones

A miy comparieroy. Dow Roberto; Do Lidia, Marcela, Owvaldo;, Doia Maria,
Miguel Angel y DonwMario:  de quieney me he Uevado una gravw enserianga.

£l apoyo-fotogréfico lo-Uevd-a cabo- el seiior Mario Jduregiid.
A Mawricio-Contla le agradegco sw apoyopavo lov impresicv de ésto tesly.



Pag.
L RESUMEN .ccootertreetertrecesseseecess s eess e ses s et e oot !
11 INTRODUCCION ...t semsesesnssessssessesesssssaons s e 2
TE JUSTIFICACION. ..ottt sesssssessssassss s ees s s 9
IV, HIPOTESIS ..ottt essesss s seesses st s oo 10
V. OBIETIVOS. ...ttt ie et ts bt sstbe s s s s tae s sam e smer s s rae e sane e s b eaenrbeeneaneaans 11
V1. MATERIAL Y METODOS
A) Estudios anatémicos con miscroscopia Optica.........oieeororiorneconicecccnssensscnnees 12
B) Experimentos de Marcaje “in Vivo™ ... 13
C) EStudios RIiStOIOZICOS. .. ..ouriertiereeeircecircecmi e es i e s s 14
VII. RESULTADOS
A) Estudios anatémicos con MICTOSCOPIA OPLICA. .-.cevcerticicc i 15
B) Experimentos de marcaje “in vivo” ... 16
C) EStUAIOS MISEOIOZICOS. . .ervvrreereriisebecaeesasernsisessa st ens st 18
VL DESCUSION ..o oocooeeeeosss s sseisssssesr st sen oo seeseeresssss s 20
IX. CONCLUSIONES ..ottt crat e se st n s i saebas s san s 23
X FIGURAS oottt sae st es e bese o s s e bt 24
X1 APENDICE .......cooootietitterss e reseess e seese s bbb 33

XIL BIBLIOGRAFT A oo oot ettt saaaetsanas s m s eee s ennss e st benasesensnenas 38




I. RESUMEN

El corazén de aves y mamiferos es un organo tetracameral con dos atrios y dos ventriculos. Cada ventriculo
estd dividido en tracto de entrada, region trabeculada y tracto de salida o infundibulo. El tracto de salida
derecho tiene tres paredes musculares: anterior, izquierda y cresta supraventricular (CSV). Esta dltima es una
estructura propia del corazon normal, que separa los tractos de entrada y de salida del ventriculo derecho
(VD) y esta ausente en patologias troncoconales como la doble salida del VD. En el corazén del embrion de
pollo, hacia el estadio 18 de Hamburger y Hamilton, aparecen en el canal atrioventricular (A-V) los cojines
ventral y dorsal, permitiendo que el ventriculo derecho adquiera su propia entrada; el cono o tracto de salida
primitivo a(in emerge exclusivamente del VD, entre ¢l cono y al tracto de entrada derecho aparece el pliegue
ventriculo infundibular (PVI). En el estadio 22 surgen en el cono las crestas dextrodorsal y sinistroventral,
que lo separan en dos; el anterolateral dara origen al tracto de salida derecho. Mediante marcaje “in vivo™en el
embrién de pollo, se ha demostrado que la cresta dextrodorsal del cono participa en el desarrollo de la CSV,
sin embargo debido a que el pliegue ventriculo infundibular, tiene la misma ubicacién topografica en el
embrién, suponemos que también interviene. Por ser el desarrollo un proceso dinamico, para comprobar esta
hipétesis, se marco “in vivo” el PVI en el embrion de pollo del estadio 22 y se rastred la marca hasta el 36,
también se hicieron estudios anatoémicos e histoldgicos del corazon de los estadios objeto de estudio.
Hallamos que en el estadio 22, el PVI es muy amplio, su borde izquierdo, adyacente a la cresta sinistroventral
del cono, forma parte de la pared posterior del cono, mientras que su region restante se relaciona con el tracto
de entrada del VD y el cojin dorsal del canal A-V; tiene dos sitios de insercién, uno en la base del cojin
ventral y el otro en la pared libre derecha del VD. En el estadio 36, la CSV, tiene dos sitios de insercion, uno
en ¢l tabique interventricular y otro en la pared libre ventricular derecha y sus limites corresponden a su borde
libre y a la insercién de las sigmoideas pulmonares. Respecto a la marca que se colocé en el PVI, se hallo en
la CSV, en el 64.28% adyacente al tracto de entrada y el 28.57% cercana al tabique interventricular. Los
estudios histolégicos revelaron que el PVI, esta constituido por una delgada capa de miocardio de 3 a 4
células de grosor y un fino endocardio, separados por un espacio estrecho con matriz extracelular carente de
células. La CSV esta formada por células miocardicas, que forman un tejido continuo, no compacto, no
trabeculado, aparentemente en diferentes grados de histodiferenciacion. Estos resultados permiten concluir:
1) El PVI si participa en el desarrollo de la CSV. 2) El PVI en el estadio 22, consta de dos regiones con
destino prospectivo y procesos de histodiferenciacion diferentes, la region cercana al surco atrioventricular
derecho y el cojin dorsal del canal A-V participa en la CSV y se musculariza. 3) La region del PVI
relacionada con la cresta sinistroventral del cono y el cojin ventral, posiblemente interviene en el tracto de
salida del ventriculo izquierdo y sufre apoptosis. 4) El surco conoventricular izquierdo es solo una parte del
PVI. 5) Los resultados anatémicos apoyan la propuesta que el nombre correcto del PVI debe ser pliegue
atrioventriculo infundibular. 6) Estos resultados conjuntamente con los del marcaje de la cresta dextrodorsal
del cono, demuestran que la cresta supraventricular tiene un origen dual a partir de la cresta dextrodorsal del

cono y del pliegue ventriculo infundibular.




II. INTRODUCCION

Antecedentes anatomicos.

El corazén en las aves y los mamiferos, es un érgano hueco compuesto de cuatro cimaras, dos
atrios y dos ventriculos. En el pollo el seno venoso no se incorpora al atrio derecho por lo que la
sangre liega al corazon a través de esta estructura. En los mamiferos, el seno venoso se integra a
la pared dorsal del atrio derecho, por lo que la sangre llega mediante las venas cavas superior e
inferior. Por otro lado en aves y mamiferos, la sangre de los pulmones llega al atrio izquierdo por
el seno de las venas pulmonares. Debido a la integracion del seno venoso al atrio derecho y del
seno de las venas pulmonares al atrio izquierdo, en los mamiferos, las paredes de ambos atrios
tienen una zona lisa (sinusal) y otra con musculos pectineos; mientras que en las aves, las paredes
de los atrios carecen de region lisa, debido a que no se integran las zonas sinusales y solo existen
musculos pectineos que en estas dos clases de vertebrados son diferentes en ambas cavidades; en
el atrio derecho estos musculos son gruesos y numerosos, mientras que en el izquierdo son de
menor grosor y escasos (Anselmi G y de la Cruz MV, 1998).

Los ventriculos en ambos grupos, estdn divididos en tres regiones: tracto de entrada, regién
trabeculada y tracto de salida (Goor DA y Lillehei CW, 1975; de la Cruz MV, 1998a). Cada
ventriculo presenta caracteristicas anatomicas que los definen, principalmente su region apical
trabeculada (Goor DA y Lillehei CW, 1975). En el polle y el hombre, el ventriculo izquierdo
definitivo, presenta en su tracto de entrada un orificio atrioventricular en donde se inserta el
anillo de la valvula mitral (valvula atrioventricular izquierda); de este anillo surgen dos valvas,
gue se insertan también, a las paredes de la region trabeculada del ventriculo izquierdo, mediante
cuerdas tendinosas y musculos papilares (de la Cruz MV, 1998a). El tracto de entrada del
ventriculo derecho definitivo, presenta ciertas diferencias anatomicas en ambos grupos (Cayré R
y cols., 1993); en el humano se encuentra regulado por una valvula tricaspide, mientras que en el
pollo se ha reconocido la presencia de una gran valva de tipo muscular, dividida en dos regiones
que se insertan a la pared libre ventricular mediante un musculo papilar pero carece de cuerdas
tendinosas. Existen ademas pequefias valvas microscopicas, constituidas por tejido fibroso, que
se insertan directamente al tabique interventricular ( Cayré R y cols., 1993).

Respecto a las regiones apicales trabeculadas, son muy similares en ambas clases de vertebrados,
la del ventriculo izquierdo tiene menor cantidad de trabéculas y su aspecto es menos rugoso en

comparacion con la del ventriculo derecho (de la Cruz MV,1998a).
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Los tractos de salida ventriculares, son el segmento subarterial. En el caso del tracto de salida del
ventriculo izquierdo, su limite arterial es el anillo de insercién de la valvula aortica (sigmoideas o
semilunares adrticas); su limite con la regidn apical trabeculada, corresponde a un plano
tangencial al borde libre de la porcién libre de la valva anteroseptal de la mitral, la cual
constituye la continuidad mitroaortica. Por consiguiente una de las paredes del tracto de salida del
ventriculo 1zquierdo es de constitucion fibrosa y se le denomina vestibulo. Respecto al tracto de
salida del ventriculo derecho, su limite arterial es el anillo de insercion de la valvula pulmonar
(sigmoideas 6 semilunares pulmonares). El limite con la regién apical trabeculada del ventriculo
derecho, corresponde en un plano tangencial al borde libre (proximal) de la cresta
supraventricular. Debido a que las paredes del tracto de salida del ventriculo derecho son
musculares se le denomina infundibulo; dichas paredes son: la anterior, la izquierda (mal
denominada septal) y la cresta supraventricular (de la Cruz MV y cols., 1992; de la Cruz MV,
1998b). Esta ultima es una estructura muscular, propia del corazén normal, que separa el orificio
atrioventricular derecho del tracto de salida del mismo ventriculo (Anderson RH, 1977) (Fig. 1).
La cresta supraventricular tiene dos extremos, uno se inserta en el septum interventricular entre
las dos ramas de la trabécula septomarginal, mientras que el otro se inserta en el angulo formado
por el anillo atrioventricular derecho (valvula triciispide, en el humano) y la pared libre del
ventriculo derecho (de la Cruz MV, 1998b) (Fig. 1). Esta estructura es muy importante ya que en

patologias congénitas troncoconales como la doble salida del ventriculo derecho, no esta presente

(de la Cruz MV y col., 1992, de la Cruz MV y col., 2001).

Es importante sefialar, que desde ¢l punto de vista histologico, el corazon esta constituido por
tres capas: endocardio, miocardio y epicardio. El endocardio es la tunica que recubre la luz del
corazon, es un endotelio compuesto de un epitelio escamoso simple, por debajo del cual hay una
capa de fibras de colagena y fibras elasticas, asi como de algunos fibroblastos. A mayor
profundidad existe una capa de tejido conectivo denso, dotado de fibras eléastica intercaladas con
fibras de musculo liso. La capa subendocardica forma el limite del endocardio, en donde €ste se
adosa en el endomisio y se compone de tejido conectivo laxo y contiene vasos sanguineos
pequeiios, nervios y fibras de Purkinje.

El miocardio del corazén adulto, es la capa media y la mas gruesa de las tres capas del corazon,
estd constituido por una red anastomosada de células cardiacas, las cuales presentan un solo

nicleo de gran tamaifio, oval y de posicion central. Dichas células estan distribuidas en capas
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separadas por tejido conectivo, en el que se encuentran vasos sanguineos, nervios y células del
sistema de conduccion del corazon. Los capilares que derivan de estas estructuras invaden el
tejido conectivo intercelular y forman una red densa y rica de lechos capilares que rodean a cada
fibra muscular cardiaca.

El epicardio es el tejido que rodea al corazdn; se compone por una capa fibrosa interna y una
serosa externa. La capa interna o subepicardica, es de tejido conectivo laxo y contiene vasos
coronarios, nervios y ganglios, asi como grasa, L.a capa externa o visceral del pericardio se

compone de epitelio escamoso simple conocido como mesotelio.

Antecedentes embriolégicos

Existen una serie de trabajos cuyo objetivo ha sido el estudio del desarrollo embriologico del
corazon, sin embargo la mayoria de éstos han utilizado las técnicas clasicas de embriologia
descriptiva en material postmortem (Davis CL, 1927; De Vries PA y Saunders JB, 1962; Patten
BM, 1948, 1962; de la Cruz MV y cols., 1972), las que son inadecuadas, porque no permiten
seguir en forma continua y en el mismo embridn un proceso que es eminentemente dindmico,
secuencial, progresivo, irreversible e ininterrumpido, en el que estan implicados los procesos
basicos del desarrollo de proliferacion, movimiento, diferenciacién y apoptosis. Por el contrario
las técnicas de embriologia experimental como marcaje “in vivo”, el transplante, la supresion y la
cinemicrografia han hecho grandes aportaciones al respecto. Ademas junto con la técnica, el
modelo biolégico es importante, ya que los embriones de mamiferos como cerdo, ratéon y
humano, son susceptibles a los procedimientos de las técnicas de la embriologia experimental por
lo que se produce la muerte del embridén y /o la madre. El embrion de las aves, especificamente
Gallus domesticus, es un excelente modelo biolégico para hacer estudios secuenciales en el
mismo individuo, ya que es altamente resistente a la contaminacién y a la manipulacion
quirtrgica y permite marcar selectivamente estructuras embrionarias sin producir la muerte del
organismo.

Debido a que en este trabajo usamos como modelo el embrion de pollo, a continuacion
describiremos el desarrollo cardiaco en este organismo, tomando como base los conocimientos
logrados con las técnicas de la embriologia experimental, en especial el marcaje “in vivo™.

La manifestacion mas temprana de las células formadoras del corazén que se ha podido
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establecer es en la etapa de blastula, en el epiblasto y al igual que todas las preareas drgano
formadoras, aunque atin no estdn determinadas y son semejantes en su histologia ya tienen una
localizacion topografica especifica; son dos predreas cardiogénicas que se ubican en la region
caudal del embrion, una a cada lado de la linea primitiva (Spratt, 1946). Conforme avanza el
desarrollo, durante la gastrulacion, las células precardiacas migran del epiblasto hacia la linea
media, penetran en ella y se distribuyen en direccion lateral y cefalica, constituyendo las areas
cardiogénicas ubicadas a nivel del tercio superior de la linea primitiva y extendiéndose por
delante del proceso cefilico ¢ notocorda (Rawles ME, 1943). Posteriormente, en la etapa de
gastrula tardia hacia el estadio 6 a 7 (Hamburger y Hamilton, 1951), se desplazan en direccion
cefalica y paramedial (linea media ventral) constituyendo la placa cardiogénica que adquiere la
forma de una U invertida y circunscribe el extremo cefalico (anterior) de la notocorda (De Haan
RL, 1963). En esta etapa, aunque morfologicamente son semejantes, por la activacion de su
expresion génica y diferenciacion bioquimica, las células ya se han determinado, por lo que sélo
podran dar origen a los tejidos propios de su destino prospectivo, ¢l cual ya no depende de su
ubicacion en el embridn, en este caso es el miocardio (Rawles ME, 1943) y endocardio (Linask
KK y Lash JW, 1993).

La siguiente etapa incluye el proceso de tubulacion; el mesodermo lateral se delamina en dos
hojas, separadas por una cavidad denominada celoma intraembrionario, una es adyacente al
ectodermo (pared del cuerpo) y da origen a la somatopleura, la otra al endodermo y forma la
esplecnopleura (Stalsberg H y DeHaan RL, 1969). Las células cardiogénicas se ubican en la
esplecnopleura, en un area en forma de herradura llamada placa cardiogénica, (Davis CL, 1927),
inicialmente estd constituida por muiltiples aciimulos angiogénicos los cuales cavitan y se
interconectan, formando plexos extensos en ambas ramas de la herradura cardiogénica y
posteriormente dan origen a un tubo endocérdico en cada una de las ramas; la esplacnopleura
vecina, sufre un engrosamiento y constituye el manto miocardico de los primordios cardiacos.
Simultaneamente se inicia el plegamiento del ectodermo y del endodermo en la regién cefalica
del embrion, dando origen al plicgue cefalico (estadios 7-8) que consta de la placa neural y el
intestino portal anterior muy incipiente, cuyo resultado es que la placa cardiogénica que
originalmente se encuentra en posicion cefélica con respecto a la notocorda, se desplaza en
direccion ventromedial, provocando un acercamiento de los primordios cardiacos, los cuales se
fusionan y constituyen un tubo endocardico unico, rodeado ventrolateralmente por un manto

miocardico comin, e] cual progresa caudalmente constituyendo una canal abierta dorsaimente,
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siendo su pared dorsal la pared ventral del intestino anterior (estadio 9); este corazén
histolégicamente es un manto mioendocardico (Manasek FJ, 1969, Manner J, 1993). A esta
estructura se le conoce como "corazén en tubo recto” y corresponde al periodo de pre-asa (Fig.
2A).
Clasicamente se ha considerado que en el corazon en tubo recto ya estin presentes todas las
cavidades cardiacas primitivas que formaran el 6rgano definitivo, delimitadas por surcos (Davis
CL, 1927). Sin embargo, por experimentos de marcaje “in vivo” (de la Cruz MV y cols., 1977,
1989) y supresion (Castro-Quezada y cols., 1972) se demostr6 que solo se encuentran presentes
el primordio de la region apical trabeculada del ventriculo derecho en posicién cefélica y el
primordio de la regién apical trabeculada del ventriculo izquierdo en posicion caudal, ubicados
en serie y separados por los surcos interventriculares derecho e izquierdo (Fig. 2A). En esta
etapa, el corazon tiene dos bordes en los que se observan los dos surcos interventriculares
(Castro-Quezada A y cols., 1972; de la Cruz MV y cols., 1989).
Con el desarrollo, los pliegues de los bordes derecho e izquierdo de la canal miocardica se
fusionan y forman un tubo que crece gradualmente, por la incorporacion de poblaciones celulares
en los extremos cefélico y caudal del corazon, dando como resultado la aparicion de nuevos
segmentos cardiacos primitivos (de la Cruz MV y cols. 1989, de la Cruz MV y Sanchez- Gomez
C, 1998).
A partir del estadio 11 se inicia el plegamiento y torsion del tubo cardiaco, que se hace mas
notable en el estadio 12. Este proceso para su estudio se ha dividido en tres etapas: asa en C, asa
en S y etapa avanzada de la torsién (Fig. 2A-D’) (Manner J, 2000).
En la etapa de asa en C, el corazon tiene una borde derecho convexo (curvatura mayor) mientras
que su borde izquierdo es céncavo (curvatura menor) (Fig. 2B). Mediante marcaje “in vivo” se
demostrd que los surcos interventriculares derecho e izquierdo del corazén en tubo recto al
fusionarse forman el surco interventricular izquierdo del corazoén de asa en C, que es muy
profundo y separa los primordios de las regiones apicales trabeculadas y que en esta etapa se
encuentra en la curvatura menor ( Fig. 2B) (Castro-Quezada A y cols. 1972, de la Cruz y cols.
1989, de la Cruz y Sanchez- Gomez, 1998). Es importante sefialar, que se ha descrito que en
estadios mas avanzados, este surco participa en la formacién del pliegue ventriculo infundibular.
Ademas aparecen tres nuevos segmentos (compare Fig. 2B con 2A): 1. El cono (primordio de los
tractos de salida ventriculares) en posicién cefilica al primordio de la region trabeculada de

ventriculo derecho. 2. El tracto de entrada primitivo (primordio de ambos tractos de entrada
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ventriculares), en posicion caudal al primordio de la regidn trabeculada del ventriculo izquierdo y
3. Los atrios primitivos derecho e izquierdo en la region caudal del corazén (compare Fig. 2B con
2E, E") (de la Cruz MV y cols., 1977, 1989; de la Cruz MV y Sanchez Gomez C, 1998).
En el estadio 14, (Fig. 2C) debido a la flexién de las regiones craneal y cervical del embrién y a
la torsion y plegamiento del corazén, el asa cardiaca se coloca en el plano sagital y toma la forma
de una S. La curvatura mayor adquiere una posicion ventral y la menor dorsal. El tracto de
entrada y los atrios primitivos son ligeramente dorso cefdlicos, mientras que el cono alin no
septado, emerge exclusivamente del primordio de la region trabeculada del ventriculo derecho y
tiene una direccion ventrodorsal, también aparece el seno venoso (de la Cruz, 1998c; Manner,
2000).

Con el desarrollo se inicia la etapa avanzada de la torsion, estadios 16-17 (Fig. 2D,D’). Los
segmentos cardiacos primitivos (atrios primitivos, tracto de entrada primitivo, primordio de las
regiones apicales trabeculadas de cada ventriculo y cono), ocupan la posicidn espacial y relacion
de vecindad similares a la del corazén maduro y ademas aparece el tronco (Fig. 2D, D"). El cono
y el primordio de la region trabeculada del ventriculo derecho adquieren una posicion ventral y
derecha (Fig. 2D), los atrios primitivos ascienden a una posicidén posterosuperior de tal manera
que el atrio primitivo derecho, €l tracto de entrada primitivo y el primordio de la region
trabeculada del ventriculo derecho son adyacentes; la curvatura menor es poco evidente, mientras
que la curvatura mayor corresponde al 4pice cardiaco (Fig. 2D, D"). Comienza a evidenciarse el
pliegue ventriculo infundibular, sin embargo aun no se ha iniciado el proceso de septacién (de la
Cruz MV, 1998c).

Posteriormente hacia el estadio 17-18 comienza a aparecer el septum cardiaco primitivo,
constituido por el septum primum a nivel de los atrios, los cojines ventral y dorsal en el canal
atrioventricular y el septum interventricular primitivo entre las regiones trabeculadas
ventriculares. Estas estructuras estin alineadas entre si y sin un limite de demarcaciéon que las
separe y debido a que los cojines del canal atrioventricular dividen parcialmente el tracto de
entrada primitivo en un orificio atrioventricular derecho y otro izquierdo, la region trabeculada
derecha adquiere su tracto de entrada que al inicio es muy estrecho, pero se va ensanchando
conforme avanza el desarrollo (de la Cruz y cols. 1983; de la Cruz y Markwald, 1998). Respecto
al cono (primordio de los tractos de salida ventriculares) tiene la forma de un cono truncado, sin
crestas, el cual aln se comunica exclusivamente con el primordio de la region trabeculada del

ventriculo derecho. Estos dos ultimos hechos determinan la aparicion definitiva del pliegue
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ventriculo infundibular que separa el cono (primordio de los tractos de salida ventriculares) del
tracto de entrada del ventriculo derecho embrionario.

Posteriormente entre los estadios 22-23 aparecen las crestas dextrodorsal y sinistroventral del
cono, que lo dividen en un cono anterolateral que formarad el infundibulo del ventriculo
anatémicamente derecho y un cono posteromedial que participara en el desarrollo del vestibulo
del ventriculo anatomicamente izquierdo (de la Cruz MV,1998b). En esta etapa, el pliegue
ventriculo infundibular sigue manteniendo la misma relacién topografica con los tractos de
entrada y de salida del ventriculo derecho embrionario y ambos conos aln permanecen
comunicados exclusivamente con el primordio de la region apical trabeculada del ventriculo
derecho, es decir el ventriculo izquierdo ain no ha adquirido su tracto de salida, proceso que
sucede mds tardiamente (de la Cruz MV,1998Db).

El pliegue ventriculo infundibular, ha sido descrito por varios autores quienes lo han designado
de muy diversas maneras. Davis CL (1927) lo describio en el embrion humano 4529, como un
surco bulboventricular izquierdo muy profundo, con una cresta interna. Kramer TC (1942) lo
llama pliegue 6 espolon conoventricular y lo describe como un reborde de tejido que rodea a la
region del cono, que corresponde a la salida del ventriculo izquierdo. DeVries PA y Saunders JB
(1962) mencionan la presencia de una estructura entre las ramas transversa proximal (primordio
de 1a regién apical trabeculada del ventriculo derecho) y la rama ascendente (infundibulo 6 cono)
llamada con muy variados nombres, entre ellos bulboauricular spur, piensan que no es una
estructura obstructiva y que es necesario hacer estudios secuenciales para conocer su desarrollo.
Netter FH y Van Mierop LHS (1969) lo denominan pestafia conoventricular. Goor DA y cols.
(1972) consideran que es un pliegue que separa al cono del ventriculo izquierdo, lo llaman
espolon conoventricular y sefialan que la cresta sinistroventral del cono lo divide en dos regiones,
una anterior que forma parte del tracto de salida del ventriculo derecho y otra posterior que es
parte del tracto de salida del izquierdo. Anderson RH y cols. (1977) lo denomina pliegue
atrioventriculo infundibular, mientras que Wenink ACG y Gittenberger-de Groot AC (1985} lo
llaman pliegue primario y de la Cruz MV y cols. (1992) pliegue ventriculo infundibular. Mas
recientemente, de la Cruz MV y Markwald R (1998) proponen que con base en su constitucion

embrioldgica la denominacidn correcta es pliegue atrioventriculo infundibular.




III .- JUSTIFICACION

La incorporacién del cono anterior al ventriculo derecho es un proceso tardio y poco conocido;
se han sugerido diversos factores participantes, tales como los cambios de posicion de los
segmentos cardiacos primitivos (Kramer TC, 1942, Goor DA y Lillehei CW, 1972), la migracion
de poblaciones celulares desde el extremo anterior (cefalico) del corazén que se van integrando
(Thompson RP y Fitzharris TP, 1979), el crecimiento diferencial del miocardio ventricular
(Pexieder T y Christen Y, 1981) y procesos de histodiferenciacion (Arguello C y cols., 1978).
La mayoria de estas investigaciones, se han realizado, usando las técnicas de embriologia
descriptiva en material “post mortem” de embriones humanos, de mamiferos como ratén y cerdo
y de pollo. Respecto a los componentes embriologicos del infundibulo del ventriculo
anatomicamente derecho, también los conocimientos son escasos. El marcaje “in vivo™ en el
embrion de pollo, ha demostrado que la cresta dextrodorsal del cono participa en el desarrollo de
la cresta supraventricular (de la Cruz y cols. 1982; Garcia—Peléez 1., 1986), que como ya se ha
descrito en los antecedentes anatémicos, es una de las paredes de dicho infundibulo, sin embargo,
atin se desconoce si el pliegue ventriculo infundibular tiene alguna participacion en el desarrollo

de esta estructura anatomica.
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IV .- HIPOTESIS.

i Debido a que el pliegue ventriculo infundibular separa los tractos de entrada y salida (cono) del
ventriculo derecho embrionarios, suponemos que dicho pliegue participa en el desarrollo de la

| cresta supraventricular, que en el corazén maduro tiene una ubicacion topografica similar.
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V.- OBJETIVOS

Objetivo general.
Investigar mediante experimentos de marcaje “in vivo™ en el embrion de pollo, la participacién

del pliegue ventriculo infundibular en la cresta supraventricular.

Objetivos particulares.

1. Estudiar las caracteristicas anatomicas del corazén del embridén de pollo del estadio 22,
haciendo especial énfasis en la ubicacion topogrifica del pliegue ventriculo infundibular y su
relacién anatémica con el tracto de entrada del ventriculo derecho embrionario y con el cono

(tracto de salida primitivo).

2. Estudiar en el corazén del embrion de polio del estadio 36, la ubicacion topografica de la cresta
supraventricular y su relacién anatémica con los tractos de entrada y salida del ventriculo

derecho.

3. Marcar “in vivo ", el pliegue ventriculo infundibular en el estadio 22, en que aparece el cono
anterior (primordio del tracto de salida del ventriculo derecho) y rastrear la marca hasta su

expresion anatomica definitiva, en el corazén maduro del estadio 36.

4. Estudiar las caracteristicas histolégicas del pliegue ventriculo infundibular en el estadio 22 y

de la cresta supraventricular en el estadio 36.
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VI.- MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron huevos fértiles de pallina Gallus domesticus de la raza White Leghorn, se
colocaron en una incubadora ranchera a 37.5° C con 86 a 87 % de humedad, para obtener
embriones de los estadios 22 v 36 y se clasificaron segun la clave de Hamburger y Hamilton

(1951), basada en el tiempo de incubacién por horas y en las caracteristicas morfologicas del

Embri()n.

Se eligié el corazon de pollo como modelo bioldgico, por sus caracteristicas anatomicas y
embriologicas similares al del humano y porque ademéds en €l se pueden marcar selectivamente
estructuras del corazon embrionario y seguir su desarrollo en el mismo individuo hasta su
expresion anatémica definitiva.

Se realizaron tres tipos de estudios: estudios anatémicos con microscopia dptica, experimentos

de marcaje “in vivo” y estudios histolégicos.
A) Estudios anatémicos con microscopia éptica.

Para conocer las caracteristicas internas del corazon del embrién de pollo de las edades objeto de
esta investigacion, se utilizaron 5 embriones del estadio 22 y 5 del 36, los cuales se fijaron por
perfusion, (apéndice 1) inyectando formol al 3.5% en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

(Soluciones 1 y 2).

Estadio 22. Con el propdsito de conocer la ubicacién topogrifica del pliegue ventriculo
infundibular y sus relaciones de vecindad con el cono (primordio de los tractos de salida
ventriculares), el tracto de entrada del ventriculo derecho embrionario y los cojines dorsal y
ventral del canal atrio ventricular, a los corazones se les diseco la pared derecha del cono y del
primordio de la regién trabeculada del ventriculo derecho. Se us6 un cabello a manera de sonda
para seguir la comunicacion del atrio primitivo derecho con su ventriculo correspondiente a
través de su propio tracto de entrada; otro trozo de cabello se coloco en la pared posterior del
cono. Todo este procedimiento se realizé con la ayuda de unas tijeras de microcirugia

oftalmolégica de Vannas, pinzas de relojero del numero 5 y un microscopio estercoscopico Zeiss.
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Estadio 36 (corazon maduro). Para conocer la ubicacion topogréfica de la cresta supraventricular
y su relacién con los tractos de entrada y de salida (infundibulo) del ventriculo derecho, a los
corazones de este estadio se les se retird la pared libre anterior del infundibulo y de la region
apical trabeculada del ventriculo derecho, asi como de la arteria pulmonar. También en este caso,
se utilizé un pequefio trozo de cabello para seguir el curso del tracto de entrada del ventriculo
derecho y conocer su relacidon con la cresta supraventricular. Se usdé el mismo material
quirirgico y optico.

En ambos casos se tomaron fotografias del corazdn completo (antes de disecarlo) y en diferentes
etapas de la diseccién, usando un microscopio Olympus SZ-STU2 y una camara fotografica
Olympus C-35AD-4.

B) Experimentos de marcaje “in vivo”.

Con el proposito de investigar la expresién anatémica del pliegue ventriculo infundibular en el
corazén maduro, se marco “in vive” dicha estructura embriologica en el estadio 22 y se rastred la
marca hasta el 36. El marcaje se realizé “in ovo”(apéndice 2). Se usé como marca una mezcla de
gelatina /carbén /tinta china, preparada con una modificacién de la técnica de Seicher (apéndice
3). Los embriones se dividieron en dos series, la primera fue para crear la técnica quirirgica de

marcaje y la segunda para rastrear la marca.

Serie 1. Una vez conocida la ubicacion topografica del pliegue ventriculo infundibular en el
corazon del estadio 22 por los estudios anatomicos, el siguiente paso fue identificar el pliegue y
su relacion con las estructuras vecinas en los embriones vivos en este mismo estadio, para poder
crear la técnica quirirgica de colocacién de la marca. Este procedimiento se realizo dentro del
cascaron, usando la técnica de marcaje “in ovo” (apéndice 2), abriendo una ventana en el
cascaron del huevo, en la region de la cdmara de aire, para poder observar al embrién. Se
retiraron las membranas vitelina y pericardica, inmediatamente después, se introdujo la marca en
el pliegue que se observa entre el cono y el surco atrioventricular derecho. La marca consistio en
un pequefio filamento de vidrio, de aproximadamente 10 um de didmetro, cubierto con una
mezcla de gelatina /carbon /tinta china (apéndice 3). El filamento se retiré 2 6 3 minutos después,
permaneciendo una mancha oscura inmersa en el tejido. Para conocer con precision la ubicacion

de la marca y confirmar si estaba colocada en el pliegue ventriculo infundibular, los embriones se
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sacrificaron inmediatamente después del marcaje, se fijaron y se disecaron siguiendo la misma
técnica que se uso en los estudios anatomicos.
Con el propésito de corroborar que la eficacia de la técnica de marcaje del pliegue ventriculo
infundibular fuera mayor al 80 %, en un grupo de 27 embriones del estadio 22 se marco el
pliegue antes descrito, se sacrificaron inmediatamente, se disecé el corazon, se localizo la

ubicacion precisa de la marca y se contabilizaron los resultados.

Serie 2. Cuando se obtuvo un porcentaje de éxito en la técnica de marcaje cercano al 80%, en un
grupo de embriones del estadio 22 se marcd “in ovo” el pliegue ventriculo infundibular,
siguiendo la técnica descrita en el apartado anterior. Inmediatamente después, se cubrié la
ventana del cascarén con una cinta adhesiva, para evitar la contaminacién y desecacion del
embrion. Los embriones se reincubaron durante 7 dias, hasta alcanzar el estadio 36, se extrajeron
del huevo con una cucharilla, se lavaron en PBS 6 ringer (soluciones 2 y 3), se perfundieron y
disecaron como se mencionod en los estudios anatéomicos del estadio 36. Los corazones una vez
disecados se fotografiaron usando un equipo de microscopia Olympus SZ-STU2 con camara

fotografica Olympus C-35AD-4.

C) Estudios histolagicos.

Para investigar las caracteristicas del pliegue ventriculo infundibular en el estadio 22 y de la
cresta supraventricular en el estadio 36, se seleccionaron 5 embriones de los grupos de marcaje 1
y 2 respectivamente y se fijaron con formaldehido al 3.5%. En ambos casos, primero se disecé el
coraz6n para confirmar que la marca estuviera ubicada en las estructuras objeto de nuestro
estudio (el pliegue ventriculo infundibular en el estadio 22 y la cresta supraventricular en el 36).
Los corazones una vez fotografiados se deshidrataron en un tren de alcoholes del 30 al 100%, se
aclararon con aceite de cedro y se incluyeron en paraplast (apéndice 4). Se realizaron cortes
transversales de 5 pum de grosor y se tifieron con la técnica tricrémica de Masson (apéndice 5). Se
observaron y analizaron en un microscopio Olympus y se fotografiaron con los objetivos 4x, 20x

y 40x y un ocular de 1.6x.
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VII. RESULTADOS

A) Estudios anatémicos con microscopia optica.

Estadio 22. (Fig. 3). Externamente se observa que el proceso de torsién y plegamiento cardiaco
esta muy avanzado (Fig.3A), el cono emerge del primordio de la regidn trabeculada del
ventriculo derecho, el limite entre ambas estructuras corresponde a los surcos conoventriculares
derecho e izquierdo, este ultimo es el mas pronunciado, el derecho casi no es evidente. El cono
se encuentra levemente desplazado hacia la derecha y sobre la superficie del atrio primitivo
derecho, sigue una direccion caudocefalica casi recta, continuandose con el tronco. La unién
entre €l cono y el tronco es el sitio donde el corazén cambia a una direccién ventrodorsal (Fig.
3A).

Al hacer la diseccién encontramos que el proceso de septacion cardiaca estd también muy
avanzado (Fig. 3B). Se observan los cojines del canal atrioventricular, el ventral (superior) y el
dorsal (inferior) y el tabique interventricular primitivo que separa ambas regiones apicales
trabeculadas. Todas estas estructuras estin muy desarrolladas (Fig. 3B). Respecto al septum
primum (tabique interatrial primitivo), solo lo pudimos observar por la transparencia de la pared
del atrio primitivo derecho. Al introducir un pequefio trozo de cabello a través del tracto de
entrada del ventriculo derecho embrionario, que en este estadio tiene una orientacion
ventrodorsal y es muy estrecho, pudimos confirmar la comunicacion directa entre el atrio
primitivo derecho y su ventriculo correspondiente (Fig. 3B). A pesar de que los cojines dorsal y
ventral del canal A-V aun no se fusionan, dividen parcialmente el tracto de entrada primitivo en
un orificio atrioventricular derecho y otro izquierdo. Encontramos que ya estan presentes las
crestas del cono, una es dextrodorsal y la otra sinistroventral. También hallamos un pliegue muy
amplio, que rodea el tracto de entrada del ventriculo derecho embrionario y tiene una orientacion
de derecha a izquierda y dos sitios de insercién, uno en la base del cojin ventral y el otro en la
pared libre derecha de la region trabeculada del ventriculo derecho (Fig. 3B). Por su ubicacion,
corresponde al pliegue ventriculo infundibular, pues separa los tractos de entrada y de salida
(cono) del ventriculo derecho embrionarios, el primero sigue una direccion ventrodorsal y esta
en el mismo plano que el pliegue, mientras que el cono estd en posicién cefélica y ligeramente

ventral. El pliegue corresponde a un surco externo que por lo observado al introducir un cabello
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en la pared posterior del cono, se encontré que solamente su borde izquierdo, adyacente a la
cresta sinistroventral del cono forma parte de dicha pared (Fig. 3B). A pesar del gran avance en
el proceso de septacion cardiaca y que el cono estd parcialmente dividido en dos, ambos conos

aun emergen exclusivamente del ventriculo derecho embrionario.

Estadio 36 (Fig. 4). La vista externa del corazon, muestra que las grandes arterias, aorta y
pulmonar y sus tractos de salida se encuentran en posicién ventral con respecto a los atrios y
cefalica con respecto a los ventriculos (Fig. 4A). Existe un atrio derecho ubicado a la derecha y
otro izquierdo ubicado a la izquierda, entre ambos se observa la emergencia de las grandes
arterias. También es evidente una muesca que corresponde al surco del tabique interventricular.

Las disecciones del ventriculo derecho (Fig. 4B), permitieron observar las tres regiones
anatdmicas que lo constituyen: tracto de entrada, tracto de salida y regién trabeculada; esta
Gltima es mas pequefia que la del ventriculo izquierdo. Respecto al tracto de entrada, ya se ha
ensanchado. Ya se ha cerrado la comunicacién interventricular, en su extremo basal se inserta la
cresta supraventricular, dicha cresta se inserta también en la pared libre ventricular y separa los
tractos de entrada y de salida de este ventriculo. La cresta supraventricular tiene dos limites el
ventricular corresponde a su borde libre y el arterial es el anillo de insercion de las sigmoideas

pulmonares (Fig. 4B).

B) Experimentos de marcaje “in vivo”.

Serie 1. La técnica quirtirgica para marcar “in vivo” el pliegue ventriculo infundibular, se logré
después de multiples ensayos, la adecuada consistié en introducir la marca en el pliegue que se
observa entre ¢l cono y el surco atrioventricular derecho, en la zona adyacente al cojin dorsal del
canal A-V. Esta region se pudo ubicar por el contraste que produce la sangre al pasar a través del
tracto de entrada del ventriculo derecho embrionario, tomando como referencia ambos cojines
del canal A-V. Al principio los ensayos no fueron contabilizados, porque debido al
desconocimiento de la regién y no saber como abordarla, se cometian muchos errores. Una vez
que se logrd un porcentaje aproximado del 80% de marcas colocadas en la region correcta, se
contabilizaron los resultados de un lote de 27 embriones. La marca se encontré en el pliegue

ventriculo infundibular en 21 casos (Fig. 5A), en el pliegue ventriculo infundibular y el cojin
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ventral (superior) del canal A-V en 2 casos, en la pared posterior del cono en 3 casos y en 1 caso

no se encontrd la marca (Tabla 1).

RESULTADOS DE LOS EMBRIONES MARCADQOS EN EL PLIEGUE
VENTRICULO INFUNDIBULAR EN EL ESTADIO 22 Y SACRIFICADOS

INMEDIATAMENTE
UBICACION DE LA MARCA # DE EMBRIONES %
PVI 21 277
PVI + CDCA-V 2 7.41
PPC 3 11.11
No se encontrd 1 3.70
Total 27 100

Tabla 1. PVI =pliegue ventriculo infundibular; CDCA-V =cojin dorsal del canal;

PPC =pared posterior del cono.

Serie 2. (Fig. 5). Se contabilizaron 14 embriones que se marcaron en el estadio 22 ( Fig. 5A) y se
reincubaron hasta el 36 ( Fig. 5B,C). La marca se coloco en el pliegue ventriculo infundibular, en
la regién adyacente al cojin dorsal del canal A-V (Fig. 5A). Al final del experimento a los
corazones se les retird la pared libre anterior del infundibulo, de la region apical trabeculada del
ventriculo derecho y de la arteria pulmonar y quedd expuesto el infundibulo ventricular derecho.
En un caso no se hallé la marca, en los 13 restantes se encontrd una marca lineal ligeramente
difusa en la cresta supraventricular muy cercana 6 sobre su borde libre, en 4 casos en su region
adyacente al tabique interventricular (Fig. 5B) y en 9 casos en la adyacente al tracto de entrada
(Fig.5C). Nunca la hallamos inmersa en su tercio medio ¢ adyacente a las sipmoideas

pulmonares (Tabla 2).
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RESULTADOS DE LOS EMBRIONES MARCADOS EN EL
PLIEGUE VENTRICULO INFUNDIBULAR EN EL ESTADIO 22 Y
SACRIFICADOS EN EL ESTADIO 36.

UBICACION DE LA MARCA  # DE EMBRIONES Yo
CSV advacente al TE 9 64.28
CSV adyacente al TIV 4 28.57
No se encontré 1 7.14
Total 14 100

Tabla 2. CSV =cresta supraventricular; TE =tracto de entrada; TIV =tabique

interventricular.

C) Estudios histoldgicos.

Estadio 22. (Fig. 6 A-C). En este estadio, el cono es una estructura de pared muscular
miocardica delgada, no trabeculada de dos a tres células de espesor. Contiene dos crestas que
histolégicamente estan constituidas por miocardio, endocardio y un gran espacio ocupado por
matriz extracelular, que adquiere una ligera pigmentacién azul palido con la técnica de Masson,
en ¢l interior de dicha matriz se encuentran algunas células mesenquimatosas (Fig. 6A,B). Las
regiones apicales ventriculares tienen finas trabéculas constituidas de miocardio y cubiertas por
endocardio. Existe un fino epitelio epicardico rodeando el corazén (Fig. 6 B). El pliegue
ventriculo infundibular, se pudo ubicar por la presencia de la marca, esta constituido por una
delgada capa de miocardio de 3 a 4 c¢élulas de grosor y un fino endocardio, entre ambos hay un
espacio estrecho que contiene matriz extracelular, pero en su interior no observamos ningun tipo
de células (Fig. 5C). Estos resultados contrastan con lo que encontramos en las crestas del cono y
los cojines endocardicos del canal A-V, en cuyo caso, observamos células mesenquimatosas en

el interior de la matriz extracelular.
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Estadio 36 (Fig. 5 D-F). Los cortes transversales del corazén maduro muestran que el proceso
de diferenciacién miocardica ha avanzado y que los sistemas valvulares atrioventriculares y
semilunares aorticas y pulmonares estin muy desarrollados histoldgicamente, aunque los
musculos papilares y las cuerdas tendinosas ain no estan completamente diferenciados y la valva
mural de la valvula atrioventricular derecha esta en proceso de miocardializacién (Fig. 5D). Se
encontrd que la marca perdié su continuidad lineal, observandose pequefios puntos oscuros, que
corresponden a las particulas de carbono, entre las células miocardicas de la cresta
supraventricular (Fig. 5E,F) que tiene una estructura muscular no trabeculada y esta compuesta
por células miocéardicas con un nucleo central grande que forman un tejido continuo, no
compacto. Dichas células se encuentran aparentemente en diferentes grados de
histodiferenciacién, inmersas en una matriz, posiblemente rica en coldgena, que se tifie de azul
con la técnica de Masson (Fig. 5F). La cresta supraventricular se inserta en el tabique

interventricular, también en proceso de histodiferenciacion.




f
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VIII. DISCUSION

Se eligid el estadio 22 para iniciar la investigacién porque ademas de que el ventriculo derecho
ha adquirido su tracto de entrada, lo cual ocurre en el estadio 17-18 (de la Cruz et al, 1983), el
cono esta parcialmente dividido por las dos crestas que se han desarrollado en su interior (Fig.
3B), de esta manera se pudo distinguir la otra estructura importante en este estudio, es decir el
cono anterior, que es el primordio del tracto de salida del ventriculo derecho (infundibulo).
Ademas las crestas conales sirvieron como un limite anatémico de dicha estructura. Los
resultados de los estudios anatémicos del corazon en el estadio 22 (Fig.3) confirman estas
caracteristicas del érgano y estan de acuerdo con lo descrito por otros investigadores que han
estudiado el embrién de pollo (de la Cruz MV, 1977 Pexieder, 1981; de la Cruz y cols., 1989; de
la Cruz y Markwald, 1998) y ¢l humano (Kramer, 1942; De Vries y Saunders, 1962; Netter y
Van Mierop, 1969).

Se hallé que el pliegue ventriculo infundibular est4 localizado en la base del corazon, tiene una
direccion de derecha a izquierda y se extiende desde el borde derecho del orificio A-V derecho
hasta la base del cojin ventral del canal A-V y separa el cono (en posicion cefélica y ligeramente
ventral) vy el tracto de entrada primitivo del ventriculo derecho (en el mismo plano que el
pliegue) (Fig. 3B). Una descripcion similar ha sido hecha por otros autores en el embrion
humano (Van Mierop y cols. 1962; Netter y Van Mierop, 1969) y en el pollo (de la Cruz y cols.
1983; de la Cruz y Markwald, 1998).

Se observé que dicho pliegue corresponde a un surco externo cuyo borde izquierdo, adyacente a
la cresta sinistroventral del cono, forma parte de la pared posterior del cono, sin embargo la
region restante esta relacionada con el surco atrioventricular derecho y el cojin dorsal del canal
A-V (Fig. 3B), por consiguiente ¢l surco conoventricular izquierdo no corresponde al pliegue
ventriculo infundibular completo como han sugerido diversos autores (Kramer, 1942; de la Cruz
y Pio da Rocha,1956). Ademas con base en la ubicacion del pliegue ventriculo infundibular,
coincidimos con de la Cruz y Markwald (1998) que el nombre debe ser pliegue atrioventriculo

infundibular.

La marca que se coloc en el corazon del estadio 22 en el pliegue ventriculo infundibular fue

encontrada en el corazéon maduro en la cresta supraventricular (Fig. 5), en un sitio cercano a su
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borde libre. Estos resultados permiten concluir que el pliegue ventriculo infundibular si participa
en el desarrollo de dicha estructura anatémica (cresta supraventricular) y por consiguiente
demuestran que la hip6tesis fue correcta. El hecho de que la marca fuera encontrada en el tercio
proximal de la cresta supraventricular, ya sea en la region adyacente al tabique interventricular
(Fig. 5B) 6 en la adyacente al tracto de entrada (Fig. 5C), dependié de dénde se colocd la marca
originalmente en el estadio 22, en el pliegue ventriculo infundibular entre ambos cojines o6

desplazada hacia la derecha.

Se encontro que el pliegue ventriculo infundibular es una estructura muscular cuyo borde libre
interno esta formado por endocardio, entre ambos tejidos existe una escasa cantidad de matriz
extracelular que no se tifié con la técnica de Masson y en la que no se observaron células
mesenquimatosas (Fig 6 C), estos resultados se encontraron en los embriones previamente
marcados y disecados para confirmar la ubicacién precisa de la marca y después se procesaron
para hacer los estudios histoldgicos. Los hallazgos de este trabajo contrastan con lo descrito por
Markwald y col., 1998 y de la Cruz y Markwald, 1998 que sefialan que dicho pliegue esta
constituido por tejido mesenquimatoso, pero al parecer sus observaciones las realizaron en
estadios mayores. En el laboratorio se han estudiado estadios mas tempranos (18-21) siguiendo
la misma metodologia, pero iniciando ¢l marcaje en el estadio 18 y tampoco se observo la
presencia de células mesenquimatosas en la region que contenia la marca. A pesar de esta nueva
informacidn, se desconoce de donde provienen las células miocdrdicas que constituyen la cresta
supraventricular, sin embargo es posible que exista un proceso de miocardializacion similar al

que se presenta en el desarrollo del septum interinfundibular (Van den Hoff y col., 1999).

Es importante sefialar que no se habia sospechado la participacién del pliegue ventriculo
infundibular en la cresta supraventricular. En los estudios clasicos sobre la cardiogénesis
humana, como es logico usando las técnicas descriptivas, se ha sefialado que la cresta
supraventricular se origina de ambas crestas del cono (Goor y cols., 1972, Orts-Llorca y cols.,
1982) 6 bien exclusivamente de la cresta dextrodorsal de! cono (Anderson y cols., 1974, Netter y
Van Mierop, 1969). Esta ultima propuesta ha sido corroborada mediante el marcaje “in vivo” en
el embrion del pollo (de la Cruz y cols., 1982 y Garcia-Peldez 1,1986), ésta tltima marcé la
cresta dextrodorsal del cono en el estadio 24 y la encontr6 en el tercio medio y distal de la cresta
supraventricular en el estadio 36, no hallé marcas en el tercio proximal ni en el borde libre, sitio

en el que se encontré en este estudio.
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Los resultados del marcaje “in vivo” de la cresta dextrodorsal del cono que demuestran su
participacion en la cresta supraventricular (de la Cruz y cols., 1982 y Garcia-Pelaez 1 1986),
conjuntamente con los de este trabajo del marcaje del pliegue ventriculo infundibular (Fig. 5),
nos permiten concluir que la cresta supraventricular tiene un origen dual a partir de la cresta
dextrodorsal del cono y el pliegue ventriculo infundibular. Sobre la participacion de las crestas
del tronco en el desarrollo de la cresta supraventricular (Los, 1978; Garcia-Pelaez I, 1986),
pensamos que es un hallazgo importante que hay que considerar al analizar la morfogénesis de

esta estructura anatémica.

Respecto a las caracteristicas anatomicas del pliegue ventriculo infundibular y su posible destino
prospectivo, se ha mencionado que es una estructura obstructiva que evita el paso de sangre
desde el ventriculo izquierdo hacia el cono y tronco (Kramer, 1942). Sin embargo, de Vries y
Saunders (1962) mencionan que esta aseveracion, hecha en base a observaciones estaticas de
embriones humanos no tiene bases solidas, pues al observar embriones de pollo en vivo,
sugirieron la necesidad de hacer estudios secuenciales. Mas adelante otros autores estudiando
embriones humanos y haciendo reconstrucciones en cera (Goor y cols., 1970), mencionan que el
plicgue ventriculo infundibular al que denominan espolén conoventricular, presenta dos
regiones, una anterior que daré origen al tracto de salida del ventriculo derecho, mientras que la

posterior formara el tracto de salida del ventriculo izquierdo.

Los resultados anatomicos de este trabajo (Fig. 3) y los de marcaje en vivo del pliegue
ventriculo infundibular (Fig. 5), conjuntamente con los de marcaje en vivo del cojin ventral del
canal A-V (de la Cruz y col., 1982, Garcia-Peléez y col., 1984) que demuestran su participacion
en el desarrollo del tracto de salida del ventriculo izquierdo, permiten proponer que dicho
pliegue en realidad consta de dos regiones, cada una con un destino prospectivo diferente y
sufren procesos de histodiferenciacion distintos. La region adyacente al surco conoventricular
izquierdo, la cresta sinistroventral del cono y el cojin superior 6 ventral del canal A-V
posiblemente participa en el desarrollo del tracto de salida del ventriculo izquierdo y sufre
procesos de apoptosis, mientras que su region cercana al surco atrioventricular derecho y el cojin
dorsal del canal A-V (marcada en este trabajo), participa en el desarrollo de la cresta

supraventricular y se miocardializa.
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IX. CONCLUSIONES

1. El pliegue ventriculo infundibular si participa en el desarrollo de la cresta supraventricular.

2. El pliegue ventriculo infundibular en el estadio 22, consta de dos regiones con destino
prospectivo y procesos de histodiferenciacion diferentes, la regiéon cercana al surco
atrioventricular derecho y el cojin dorsal del canal atrioventricular participa en el desarrollo

de la cresta supraventricular y se musculariza.

3. La region del pliegue ventriculo infundibular relacionada con la cresta sinistroventral del
cono y el cojin ventral, posiblemente participa en el tracto de salida del ventriculo izquierdo

y sufre apoptosis.

4. El surco conoventricular izquierdo no corresponde al pliegue ventriculo infundibular

completo.

5. Los resultados anatdmicos apoyan la propuesta que el nombre correcto del pliegue

ventriculo infundibular debe ser pliegue atrioventriculo infundibular.

6. Los hallazgos de este trabajo conjuntamente con los del marcaje de la cresta dextrodorsal del
cono, demuestran que la cresta supraventricular tiene un origen dual a partir de la cresta

dextrodorsal del cono y del pliegue ventriculo infundibular.
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X. FIGURAS

Fig. 1. Corazdn de pollo adulto Gallus domesticus. Vista interna del ventriculo derecho (VD) y
su infindibulo. Note la presencia de la cresta supraventricular (CSV) la cual tiene dos sitios de
insercin, uno entre las dos ramas de la trabécula septomarginalis (1) y ¢l otro en Ia pared libre
ventricular derecha (2), esta cresta separa el tracto de entrada del ventriculo derecho en cuyo
interior se encuentra la gran valva del aparato valvular atrioventricular (GV) y el tracto de salida
que se continia con la arteria pulmonar (AP). AD, atrio derecho; Al, atrio izquierdo; Ao, aorta;

TI-V, tabique interventricular, VI, ventriculo izquierdo.

*Fotografia proporcionada por la Dra. en C. Concepcién Sanchez Gomez
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Fig2. Esquemas que muestran el estadio en que aparecen los segmentos cardiacos primitivos, sus
cambios de posicién durante el proceso de torsion y plegamiento cardiaco y su expresion anatomica
en el corazén maduro. Informacion lograda usando las técnicas de marcaje cn vivo en el embridn de
pollo. A. Estadio 9. Corazdn en tubo recto, constituido exclusivamente por el primoidio de la regidn
trabeculada del ventriculo derecho (CTVD) en posicion cefilica y el primordio de la region
trabeculada del ventriculo izquierdo (CTVI} en posicién caudal, separados por los surcos
interventriculares derecho (1) ¢ izquierdo (1°). B. Estadio 12. Corazon de asa en C. La curvatura
mayor {2) es derecha, mientras que la curvatura menor (3) es izquierda. Aparecen el primordio de los
tractos de salida (TS) , ¢l primordio de los tractos de entrada (TE) y los atrios primitivos derschio i4) €
izquierdo (4).  C. Estadio 14. Coraz6n de asa en S. La curvatura mayor (2) ¢s ventral v la menor es
dorsal y muy estrecha. Los atrios primitivos (4, 4°) se colocan ligeramente dorsocefilizos v aparace of
scno venoso (SV). D.D’. Estadio 16-17. Etapa avanzada de 1a torsién. Vista sagital derscha e izquierda
respecivamente. Los primordios de las regiones apicales trabeculadas se ubican uno a la derccha
(CTVD) y otro a la izquierda (CTVI), la curvatura mayor comstituye el apice cardiaco (2) y la
curvatura menor ¢s poco cvidente. Los atrios primitivos (4,47 son dorsocefalicos. Por zonsigiicntc los
scgmentos cardiacos primitivos adquicren la relacién de veeindad similar al corazdn definitivo.
También aparcce ¢l tronco. E. Vista intcrna del ventriculo derccho definitivo; E’ Vista interna del
ventriculc izquicrdo definitivo. En ambos sc mucstran las tres regiones anatomicas que lo forman v su

constitucion embricldgcea.
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; CTVD Companente CTVI Componiente [
Flg_ 2 trabeculado del boculado del TS Tracto do salida |:020:000 TE Tracto de entrada
ventriculo derecho venticulo izquierdo B 020k

*Tomado de: de la Cruz MV snd Markwald R. 1998. Living Morphogenesis of the Heart. Boston, Basel. Berlin.
Birkhiiuser.
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A ~  ~mm

Fig. 3. Fotografias del corazén de embrién de pollo del estadio 22 que muestran los resultados de los estudios
anatomicos con microscopia optica. A. Corazén completo. Observe que el cono (C) emerge del primordio de la
region trabeculada del ventriculo derecho (PTVD). El surco conoventricular derecho (SCVD) casi ha
desaparecido, micntras que el surco conoventricular izquierdo (SCVI) ¢s mads pronunciado. B. Diseccion del
cono y de la pared libre del primordio de la regién trabeculada del ventriculo derecho, mostrando que ¢l atrio
primitivo derecho (APD) ya adquirié su tracto de entrada, sefialado por un asterisco y por ¢l que pasa un
pequeiio trozo de cabello. El pliegue ventriculo infundibular (PVI), es muy amplio y tiene dos sitios de
insercién, uno en la base del cojin ventral del canal atrioventricular (1) y el otro en la pared libre derecha de la
region trabeculada del ventriculo derecho (2). Note que el pliegue ventriculo infundibular ticne dos regiones,
una adyacente a la cresta sinistroventral del cono (CSVC) y al cojin ventral del canal atrioventricular (CVCA-V)
y la otra relacionada con el tracto de entrada del ventriculo derecho (*) y con ¢l cojin dorsal del canal
atrioventricular (CDCA-V). CDDC, Cresta dextrodorsal del cono; TI-VP, Tabique interventriclar primitivo; T,
Tronco.
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Fig 4. Fotografias del corazon de embrién de pollo del estadio 36 mostrando los resultados de los estudios
anatémicos con microscopia optica. A. Corazén completo. Note que la arteria pulmonar (AP) emerge del
ventriculo derecho (VD), mientras que del ventriculo izquierdo (VI), surge la aorta (Ao), ambos separados
por ¢l surco interventricutar (flecha). B. Discecién del ventriculo derecho. Obsérve que la cresta
supraventricular (CSV) separa el tracto de entrada por el que pasa un trozo de cabello (™), del tracto de salida
del ventriculo derecho v sc inserta por uno de sus extremos al tabique interventricular (1) mientras que ¢l
ofto se inserta a la pared libre ventricular (2). El limite arterial de la cresta supraventricular es el anillo de
insercién de las sigmoideas pulmonares (VP) y ¢ ventricular es su borde libre. El tabique interventricular
(TI-V) va se ha cerrado. AD, atrio derecho; Al atrio izquierdo.
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Fig. 5. Fotografias del los resultados del marcaje en vivo participacién del pliegue ventriculo
infundibular en el desarrollo que demuestran la de la cresta supraventricular. A. Estadio 22.
Diseccion para mostrar la ubicacién inicial de la marca la cual se colocod en el pliegue
ventricuis infundibular (PVI) cercana al cojin dorsal det canal atrioventricular (CDCA-V).
Dicho pliegue separa el tracto de entrada embrionario {*) v el cono () (pnmordio de los
raetng oe eafidn L entnculares). B, C. Estadio 36. Diseccién del ventriculo derecho (VD) que
muestra la ubicacion final de la marca la cual se encontré en el tercio inferior de Iz crasta
zuprnventnovtar (OSV), cercana a su borde libre, en B adyacente al tabique interventricular
(TI-V) y en C adyacente al tracto de entrada. cbviamente, esto dependid =1z puacion inividl
se iz merea Se mirodujo un frozo de cabello en el tracto de entrada del ventriculo derecho (%)
tanto en el corazon embrionario como en el corazén maduro. T, Tronco: € conn; CDDC,

& aexiradorasal del cono; CSVC, cresta sinistroventral del cono; CVCA-V, cojin ventral

Ll
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Fig. 6. Fotografias de los resultados de los estudios histolégicos del pliegue ventriculo
infundibular (estadio 22) y de la cresta supraventricular (estadio 36). En ambos casos la
region objeto de estudio se localizo por la presencia de la marca. A B, C. Corte oblicuo
de un corazon del estadio 22 previamente marcado en el pliegue ventriculo infundibular,
disecado para confirmar la ubicacion correcta de la marca y tefiido con la técnica de
Masson. A. Observe que el cono (C) tiene una pared miocardica no trabeculada, entre el
miocardio y el endocardio existe un espacio que contienen muitiples células inmersas en
una matriz extracelular, con un ligero tono azuloso que corresponden a las crestas
conales, la sinistroventral (1) es la mas evidente. Encerrada en un circulo se encuentra la
marca en el pliegue ventriculo infundibular (PVI). B, C. Acercamientos del pliegue
ventriculo infundibular constituido por una capa de miocardio {m) de 2 a 3 células de
grosor, note la marca encerrada en un circulo y el espacio entre el miocardio (m) y el
endocardio (e) muy estrecho. D, E, F. Corte transversal a nivel de los pisos valvulares
atrioventriculares, de un corazén maduro tefiido con la técnica de Masson, el cual fue
previamente marcado en el pliegue ventriculo infundibular en el estadio 22, reincubado
hasta el estadio 36 y disecado para confirmar la ubicacién de la marca en la cresta
supraventricular. D. Note la relacion de vecindad de la cresta supraventricular (CSV)
con el orificio atrioventricular derecho (*) y el tracto de salida del mismo ventriculo (2)
y su insercién con el tabique interventricular (3). E, F. Acercamientos de la cresta
supraventricular en los que se observan las marcas dispersas entre el miocardio,
rodeadas por un circulo. Note que las células miocardicas ain no forman un tejido

compacto y aparentemente tienen diferentes grados de diferenciacion.
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estereoscopico y usando la clave de Hamburger y Hamilton (1951). Los embriones que habian
alcanzado el estadio 22 y eran normales, se separaron para marcarlos inmediatarmente, los mas
pequefios se reincubaron hasta alcanzar la edad requerida. Una vez marcados los embriones, se
coloco cinta adherente en la ventana del cascardn y se reincubaron en una incubadora Narco #302
con temperatura y humedad controladas, a 37°C con 86 a 87% de humedad, posteriormente se

sacrificaron al alcanzar el estadio 36.

3.- Técnica de preparacion de la marca.

Dos varillas de vidrio de 4 mm de didmetro fueron expuestas a la flama de un mechero, al
calentarse al rojo vivo, se estiraron para obtener filamentos de vidrio de aproximadamente 10 um
de diametro. En un bafio Maria se mezcl6é | ml de gelatina para microbiologia estéril al 3 % con
1/2 cucharadita de carbén activo y 17 gotas de tinta china comercial, se agité por un minuto y sin
dejar de calentar. Con esta mezcla se recubrieron los filamentos, usando un asa de vidrio. Cuando
los filamentos secaron, se cortaron en trozos de 5 cm de largo y se guardaron en el refrigerador en

una caja de Petri estéril.

4.- Técnica de inclusion en paraplast

Los corazones una vez fotografiados se deshidrataron en un tren de alcoholes 30%, 50%, 70%,
90%, 96% y absoluto durante 10 min. cada uno en el caso del estadio 22 y 30 min. para el estadio
36. Los especimenes se aclararon con aceite de cedro dando un cambio de una mezcla de alcohol
absoluto y aceite de cedro (1:1), durante 20 min. en el caso del corazén del estadio 22 y 30 min.
para el del estadio 36. El bafio de aceite de cedro puro fue de 20 min. para ¢l estadio 22 y 30 min.
para el estadio 36. Respecto a la mezcla de aceite de cedro + cloroformo (1:1) se mantuvo por 30
min. en ambos estadios. El siguiente cambio se hizo en una mezcla cloroformo + parafina (1:1)
durante 20 y 30 min. respectivamente. Este procedimiento y los que siguen se hicieron dentro de
un horno para histologia Rios Rocha ECM a 58-60° C. La preinclusién consistid en colocar los
especimenes en paraplast puro toda la noche (ambos estadios) y dos cambios de lhr. para el
estadio 22 y de 2 hrs. para el estadio 36. En este ltimo se us6 una bomba de vacio para eliminar

el aire que hubiera quedado atrapado en las camaras cardiacas. Los corazones se colocaron en
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moldes plasticos para inclusidn en parafina orientandolos iaara obtener cortes transversales, Esto
se logrd colocando los corazones sobre un papel con una cruz y orientdndolos de tal manera que
los atrios quedaran paralelos a uno de los ejes. Se hicieron cortes seriados de 5 pm de espesor en
un microtomo Leitz, que se estiraron colocandolos en un baiio de flotacion con gelatina a 50° C.
Una vez estirado el tejido los cortes se montaron en portaobjetos marcados con su numero de

registro.
5.- Técnica de Masson.

a) Los cortes se desparafinaron y rehidrataron. Se colocaron un maximo de 16 hrs. en un horno
para histologia Rios Rocha ECML a 60°C. Se embebieron en dos cambios de xilol de 10 min. c/u
y se rehidrataron en un tren de alcoholes al 100%, 96%, 90%, 70% y 30% durante 5 min. hasta
llegar a agua destilada.

b) Posteriormente los cortes se colocaron en Bouin 1 hr. a 60° C y se lavaron con agua de la llave
y agua destilada.

¢) Se cambiaron a un bafio de hematoxilina en donde permanecieron durante 10 min. hasta que se
tifieron los nacleos.

d) El siguiente paso consistié en colocarlos en una solucién de hidroxido de amonio al 1% por
un tiempo de 5 min.

e) Después de que se lavaron con agua de la llave y agua destilada, se embebieron en escarlata de
Biebrich por 8 min.

f) En una mezcla de acido fosfotingstico y acido fosfomeolibdico permanecieron por 8 min.

g) En azul de anilina se mantuvieron por 8 min.

h) Para virar el color de la anilina se uso6 acido acético al 1% por 5 min.

i) Para deshidratar el tejido nuevamente se hicieron pasar por un tren de alcoholes graduales de
30%, 50%,70%.,90% rapidamente y 96% y 100% por 3min. Finalmente se pasaron en 3 bafios de

xilol por 10 min c/u y se montaron con resina entellan (alcilacrilato con xilol).

Soluciones para Masson.
A) Bouin.
Acido picrico saturado (O, N):CsH,OH 1500 ml
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Solucion b
Acido fosfotungstico P, 05.24W0;.x H;0 10 gr.
Agua bidestilada H,O 99 ml.

Solucién de trabajo: | parte de la solucién a +1 parte de la solucion b + 2 partes de H,O dd.
F) Acido acético glacial al 1 %
Acido acético glacial CH40, Iml.

Agua bidestilada H,O 99 ml.

() Hidréxido de amonio

Hidréxido de amonio al 1% NH;OH 1 mi.
Agua de la llave 99 ml.
SOLUCIONES.

l.- Formol 3. 5% en PBS 1x pH 7.2
Formaldehido al 37 % CH,O 9.45 ml.
PBS Ix pH 7.2 aforar a 100 ml.

2.- Solucién amortiguadora de fosfatos PBS 1x pH 7.2

Fosfato de sodio dibasico Na; HPO, 8.5176 gr.
Fosfato de sodio mono béasico Na H; PO, 3.4834 gr.
Cloruro de sodio Na Cl 11.9462¢r.
Agua bidestilada H,0 aforara 1 lt.

3.- Solucién Ringer

Cloruro de sodio Na Cl 7.00 gr.
Cloruro de potasio KCl 0.42 gr.
Cloruro de calcio CaCh 0.24 gr.

Agua bidestilada H,O aforara 1 It.
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Formaldehido CH,O 500 ml
Acido acético glacial 100% C,H40, 100 ml

B)Escarlata de Briebrich, solucién patron:

Solucién a.

Escarlata de Briebrichal 1% CzH14N4O7S;Na; 900 mi.
Fucsina acida al 1% Cy0H17N300S83Na, 100 ml.
Acido acético glacial C,;H40, 10 ml.

Solucion de trabajo: 1 parte de la solucion a + 3 partes de H,O.

C) Azul de anilina:

Azul de anilina C32Ha N3 Nay Og S, 25gr.
Acido acético glacial C;H4 0, 20 ml.
Agua bidestilada H,O 995 ml.

D) Hematoxilina de Weigert:

Solucioén a.
Hematoxilina CieHi140¢ 10 gr.
Alcohol al 96% C,HsOH 990 ml.
Solucién b.
Cloruro férrico acuoso 29% Fe Cl;.6H,0 4 ml.
Agua bidestilada H,0O 95 ml.

Solucion de trabajo: 1 parte de la solucién a +1 parte de la solucion b.

E) Fosfotiingstico - fosfomolibdico.

Solucién a i

Acido fosfomolibdico 12Mo 03.H; PO4.xH,0 10 gr.
Agua bidestilada H,O 99 ml.
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