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RESUMEN

El tracto de salida del ventriculo derecho, se llama infundibulo debido a que sus
paredes son musculares; de él surge la arteria pulmonar. Respecto a la
embriogénesis de los tractos de salida ventriculares y las regiones proximales 6
troncos de las grandes arterias se ha descrito que el Cono y el Tronco son los
componentes que participan en su morfogénesis. Ambas estructuras estan
cubiertas por una pared miocardica, son adyacentes entre si, tienen un origen
comun, de células que se integran paulatinamente al extremo cefalico del corazén.
Al inicio de su desarrollo no existe un limite de demarcacién que permita
distinguirlos. Estudios experimentales han demostrado que el cono anterolateral
se integra a su ventriculo correspondiente debido al crecimiento diferencial de este
ultimo y que su pared anterior da origen a la pared ventral del infundibulo.
Respecto al destino prospectivo del tronco, existe gran controversia, algunos
autores suponen que debido a que el tronco origina las regiones proximales
(troncos) de las grandes arterial, su pared se transforma en musculo liso de pared
arterial. Otros investigadores sugieren que solo forma las valvulas pulmonar, lo
que implica que su pared se transforma en fibroblastos de tejido conectivo. Debido
a esa falta de acuerdo, como un primer acercamiento para distinguir cual de los
dos procesos de transformacién celular sucede, se estudiaron las caracteristicas
anatémicas del corazén embrionario desde el estadio 22HH hasta el 36HH.
mediante microscopia electrénica de barrido y las histolégicas de la pared del cono
y el tronco, en el corazén de embriones de pollo previamente marcados en el
estadio 22HH en los limites conales, rastreando los cambios en diferentes etapas
del desarrollo, hasta el estadio 36HH, en la que es posible definir el destino
prospectivo de las estructuras del corazén embrionario. Los estudios anatomicos
mostraron los cambios del cono y el tronco, confirmaron el crecimiento diferencial
del ventriculo y demostraron que los surcos conoventriculares no son un buen
parametro para distinguir al cono del ventriculo. Lo mismo sucede con el sitio en el
que el tubo cardiaco cambia de una direccion caudo-cefalica a una ventro dorsal
que tampoco corresponde al limite troncoconal. En los estudios histoldgicos
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encontramos el limite entre las crestas del cono y las del tronco es un buen
parametro para distinguir estas dos estructuras, ademdas en todos los estadios
analizados, que la pared del tronco permanece formada por miocitos; a partir del
estadio 30HH rodea el anillo de insercién y las sigmoideas de las valvulas de la
arteria pulmonar y la aorta. Hacia el estadio 26HH los miocitos adyacentes al
mesénquima de las crestas, pierden sus uniones y lo invaden, perdiendo la
organizacion de las miofibrillas. Las crestas en su regién proximal participan en el
desarrollo del anillo valvular, mientras que en la distal intervienen en el desarrollo
de las sigmoideas. En el estadio 24HH aparece el saco aértico que da origen a la
regidbn proximal de las grandes arterias, cuya pared esta formada por
mesénquima, que mas tarde a partir del estadio 30HH es invadido por células de
musculo liso. Estas caracteristicas nos permiten distinguir al tronco del saco
aortico. Basados estos resultados y en la demostracion que el musculo liso de la
pared del tronco de las grandes arterias se origina de células de la cresta neural
concluimos que el miocardio del tronco se transforma en fibroblastos de tejido
conectivo. Ademas describimos un modelo del desarrollo de los tractos de salida
ventriculares y los troncos de las grandes arterias, sefialando sus componetes
embrionarios, la etapa en la que aparecen y sus limites. Nuestros resultados son
utiles para iniciar analisis del proceso de transdifernciacion de la pared miocéardica

del tronco en fibroblastos a nivel ultraestructural y molecular.
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INTRODUCCION

El infundibulo del ventriculo derecho es una de las tres regiones anatémicas que
forman esta cavidad cardiaca, de él surge la arteria pulmonar. Sin embargo debido
a la importancia que tiene el conocimiento preciso de la anatomia de un 6rgano en
el abordaje de su desarrollo ontogenético y considerando la utilidad de los
resultados obtenidos en este trabajo, usando el corazén del embrién del pollo, en
la valoracién de los conocimientos que existen al respecto en el humano, la
introduccién se dividié en dos secciones. En la primera se analizan con gran
detalle las caracteristicas anatémicas e histolégicas del corazén mientras que en
la segunda se estudia el desarrollo embrionario, comparando ambos tipos de

organismos.

Antecedentes Anatomicos e Histologicos

El corazén de aves y mamiferos es un érgano formado por cuatro cavidades: dos
atrios y dos ventriculos, en cada caso uno es derecho y el otro izquierdo. Asi, la
sangre venosa de todo el organismo ingresa a través de las venas cavas
(humano) 6 directamente por el seno venoso (pollo) al atrio derecho, quien la
transfiere al ventriculo derecho (VD), éste ultimo la impulsa hacia los pulmones por
la arteria pulmonar. Por otro lado, el atrio izquierdo recibe la sangre oxigenada que
llega desde los pulmones por las venas pulmonares, la pasa al ventriculo izquierdo
(V) quien la bombea hacia la arteria aorta, que al ramificarse la distribuye a todo
el cuerpo’.

Los ventriculos a pesar de ser unidades funcionales, estan constituidos por tres
regiones anatémicas bien definidas®®, cada una con un origen embrionario
distinto*°. Dichas regiones son:

1. Tracto de entrada, corresponde a la regién atrioventricular (A-V), regulada por
las valvulas atrioventriculares. La del VD es diferente en ambos modelos
bioldgicos, en mamiferos se denomina tricuspide porque consta de tres valvas. 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
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papilar, pero carece de cuerdas tendinosas; existen ademas pequefias valvas
fibrosas que se insertan directamente en el tabique interventricular®. En el hombre
y el pollo la valvula A-V izquierda es similar, en ambos se denomina mitral por
estar constituida por dos valvas principales. La posterolateral se inserta en la
pared libore de la regién trabeculada del VI mediante cuerdas tendinosas vy
musculos papilares. La anteroseptal tiene dos porciones, una se inserta en el
tabique interventricular también mediante cuerdas tendinosas y musculos
papilares; la otra region no tiene inserciones, es libre, constituye la continuidad
mitroadrtica’ y corresponde a la pared fibrosa del tracto de salida del VI®. Ambos
tractos de entrada se originan a partir de un segmento comun denominado tracto
de entrada primitivo’.

2. Region trabeculada, es la que lleva a cabo la funcion de bombeo. En ambos
ventriculos son muy similares en los dos grupos de vertebrados. La del VD tiene
menor cantidad de trabéculas, las cuales son mas gruesas y su aspecto es menos
rugoso en comparaciéon con el ventriculo izquierdo, que tiene multiples trabéculas
muy delgadas y el aspecto de sus paredes es rugoso®>°. La regién trabeculada de
cada ventriculo tiene un primordio independiente*®.

3. Tracto de salida, es la region que conecta a los ventriculos con su arteria
correspondiente; del derecho emerge la pulmonar y del izquierdo la aorta. Los
tractos de salida estan regulados por las valvulas arteriales, la derecha es la
pulmonar y la izquierda la aértica®®. En el VI el tracto de salida se llama vestibulo
porque consta de una pared muscular y otra es fibrosa (continuidad mitroaértica)®,
mientras que en el VD se denomina infundibulo porque son musculares sus tres
paredes (anterior 6 ventral, izquierda, mal denominada septal y la cresta

)10, Estas estructuras del corazén maduro se originan de un

8,11

supraventricular
primordio comun denominado cono
Desde el punto de vista anatémico, ambos tractos de salida tienen un limite
ventricular y otro arterial. En el caso del infundibulo del VD, el limite ventricular 6
caudal corresponde al borde libre de la cresta supraventricular y el arterial 6

8,10
(

cefalico es el anillo de insercion de la valvula pulmonar llustracién 1)
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Mustraciéon 1.- Diseccion del ventriculo derecho mostrando las diferentes regiones
anatémicas en las que se ha dividido. TE= Tracto de entrada, RT= Regién trabeculada,
TS= Tracto de salida, CSV= Cresta supraventricular; SP= Sigmoideas pulmonares
VD= Ventriculo derecho, VI= Ventriculo izquierdo, Ao= Arteria adrtica.
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Los limites del vestibulo del VI son la proyeccién de la insercién de la cresta
supraventricular y el anillo de insercién de la valvula adrtica®. Los aparatos
valvulares que regulan el infundibulo y el vestibulo, son mas sencillos que las
valvulas A-V, carecen de cuerdas tendinosas y musculos papilares. Constan de un
anillo de insercion y tres cuspides 6 valvas denominadas semilunares 6
sigmoideas. Cada una de ellas presenta una insercion en forma de media luna,
localizada en la union de la cadmara de salida ventricular con su arteria
correspondiente. Cada extremo distal de una insercién semilunar contacta con el
extremo distal de la insercibn adyacente dando origen a los espacios
intervalvulares 6 comisuras; de esta manera se forman tres bolsas valvulares 6
senos de Valsalva'?.

Histol6gicamente el corazén se compone por una cubierta interna formada por el
Endocardio, el tejido contractil que es el miocardio y una cubierta externa llamada
Epicardio, todos ellos soportados por tejido conectivo. El endocardio forma el
revestimiento interno de las cavidades auriculares y ventriculares; recubre todas
las estructuras que se proyectan en el interior del corazén (valvulas, cuerdas
tendinosas y musculos papilares), esta formado por células fusiformes de nucleos
grandes, redondos y obscuros, que se continlan con el endotelio de los vasos
sanguineos que entran y salen del corazén. Inmediatamente por debajo del
endotelio existe una capa fina de colagena y elastica con escasos fibroblastos y
otra de tejido conectivo mas denso, rico en fibras elasticas, que contiene un
namero variable de células musculares lisas y constituye el mayor espesor del
endocardio. Una capa subendocardica de tejido conectivo laxo une al endocardio
con el miocardio, mezclandose con el endomicio (membrana basal de las células
miocardicas). Este tejido conectivo laxo contiene pequefios vasos sanguineos,
nervios y haces de fibras del sistema de conduccién cardiaca’®.

El miocardio 6 musculo cardiaco esta compuesto por células musculares estriadas
(miocitos) rodeadas por tejido conectivo. Las células miocardicas son alargadas y

bifurcadas en uno de sus extremos, lo que le confiere la forma de un pantaldn.
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Cada una posee un solo nucleo central grande y ovalado, una membrana limitante
(sarcolema) y numerosas miofibrillas contractiles separadas por diferentes
cantidades de sarcoplasma. Los miocitos estan unidos entre si por los discos
intercalares formando fibras que estan separadas unas de otras por espacios
intercelulares que contienen pequenas cantidades de colagena, fibroblastos y
numerosos capilares. Las fibras se ramifican y forman redes continuas de células
miocardicas que se agrupan y forman haces paralelos, oblicuos o transversales.
En el citoplasma de las células miocéardicas (sarcoplasma), estan presentes los
diferentes organulos, siendo las mitocondrias muy abundantes, posiblemente
porque las necesidades energéticas de este musculo son muy grandes. Las
unidades de contraccién de las células miocardicas son las miofibrillas que se
organizan formando sarcomeras'>'.

El epicardio es la capa mas externa de la pared cardiaca, su grosor varia segun la
parte del corazén que recubre, es mas amplio al nivel de los surcos A-V. Esta
constituido por tejido conectivo fibroelastico, revestido en ambas caras (miocardica
y pericardica) por células mesoteliales que en cada caso forman una capa de una
célula de grosor con escaso citoplasma y un nucleo central pequefio muy oscuro.
El tejido fibroelastico subyacente mas superficial es de tejido conectivo ordinario y
contiene algunos capilares sanguineos, linfaticos y fibras nerviosas. La capa mas
profunda contiene vasos sanguineos de mayor calibre y es més rica en grasa'®.

El corazén asi protegido, estd rodeado de otra membrana fibroelastica, el
pericardio, revestido también de un mesotelio. Entre el pericardio y el epicardio se
encuentra la cavidad pericardica que contiene un liquido seroso que lubrica las
superficies y permite el movimiento del corazén libre de friccion durante las
contracciones’.

Respecto a las valvulas arteriales, por sus caracteristicas anatémicas, cada valva
6 sigmoidea tiene dos caras (superficies) la axial® 6 ventricular'? mira hacia la luz
del vaso y la parietal hacia la pared del mismo. Histolégicamente cada una de
ellas muestra un armazén central (trama) de tejido conectivo fibroso 6 capa
fibrosa, revestida en ambas caras por tejido endotelial endocardico, que en la cara

ventricular es liso y en la parietal tiene una apariencia rugosa. La armazon central
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de tejido conectivo consta de tres capas: ventricular, media y parietal. La primera
es muy densa, con fibras en tres distintas orientaciones, las dos ultimas son
finas®'2. En el borde libre de las valvas, la capa media desaparece y las laterales
son extremadamente delgadas. Sin embargo, en la parte media del borde libre de
cada cuspide, el tejido conectivo es mas grueso, lo que permite que se formen
unos engrosamientos 6 nddulos que se observan cuando las valvulas estan
cerradas®. Los nédulos de la valvula pulmonar se denominan de Margagni y los de
la adrtica de Arancio'?. El anillo de insercién de las valvulas arteriales, es de tejido
conectivo en el que se insertan abundantes fibras musculares cardiacas, es
importante sefialar que Testut'? describe la existencia de fibras musculares lisas
adyacentes a la capa subendocardica. Ademas se ha mencionado que el limite
superior (cefalico) del miocardio ventricular no coincide exactamente con la zona
de insercién de las cuspides. Segun Langer (citado en 12), el origen valvular es
mas alto en el nifio que en el adulto y no es adyacente al miocardio. Externamente
en la superficie epicardica, la zona que corresponde a los senos de Valsalva esta
rodeada de abundante grasa. Es importante senalar que las sigmoideas no son
vascularizadas y no contienen fibras musculares.'?

La aorta y la arteria pulmonar se consideran dentro del grupo de las arterias
elasticas. Estan constituidas por tres capas 6 tunicas: intima, media y adventicia.
La intima esta formada por un epitelio fino escamoso que proporciona al vaso una
capa lisa de revestimiento y una barrera parcialmente selectiva de difusion entre la
sangre y las capas mas externas de la pared vascular. El endotelio esta separado
de la elastica interna por tejido conectivo laxo que contiene escasos fibroblastos,
raras células musculares lisas y fibras finas de colagena. La tlnica media esta
constituida por multiples laminas concéntricas, fenestradas de elastina que se
alternan con capas finas de células musculares lisas orientadas circularmente y
fibras de colagena y elastina inmersas en una matriz extracelular con un contenido
abundante de proteoglicanos. Las laminas de elastina y los otros componentes
extracelulares estan ocultos por las células musculares lisas. La tanica adventicia
es bastante delgada y se compone de tejido conectivo, que en su mayor parte

contiene fibras de colageno. La lamina eléstica externa de la tunica adventicia al
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igual que la membrana elastica fenestrada de la tunica media y la lamina elastica
interna de la intima no se diferencia de los demas componentes que las

rodean'®"°,

La adventicia y la porcidn externa de la tunica media contiene
pequenos vasos sanguineos y linfaticos, mientras que la regién luminal de la
pared vascular se nutre por difusion desde la luz, proceso facilitado por las

fenestraciones de las membranas elasticas'>'°.

Antecedentes Embrioldgicos

La primera informacién que se obtuvo sobre los componentes embrioldgicos de los
tractos de salida ventriculares y la region proximal de las grandes arterias (tronco)
fue lograda en embriones humanos, a través de las técnicas descriptivas. Al
respecto es importante el trabajo de Davis'®, que establecié que el corazén en
tubo recto estaba formado por las cavidades cardiacas primitivas y que cada una
de ellas daba origen a una cavidad cardiaca definitiva. Segun este autor, las
cavidades cardiacas primitivas eran en sentido cefalocaudal: el bulbo aértico, el
bulbus cordis, el ventriculo primitivo y los atrios primitivos el derecho y el izquierdo
y darian origen respectivamente a las grandes arterias, el ventriculo derecho, el
ventriculo izquierdo y los atrios derecho e izquierdo definitivos. Es importante
mencionar que Davis'® no hizo referencia al Cono ni a los tractos de salida
ventriculares. Mas adelante Kramer'” estudiando embriones humanos considera al
Cono como parte del bulbus cordis, sefiala que da origen a los tractos de salida
ventriculares y describe que en su interior existen dos crestas: la dextrodorsal y la
sinistroventral, que al fusionarse forman el septum conal que lo divide en un cono
anterolateral y otro posteromedial. Kramer'’ también estudia la embriogénesis de
las véalvulas de las grandes arterias, describe que el sitio donde se desarrollan
corresponde al limite entre el tronco y el cono y concluye que el tronco da origen a
la regién proximal o tronco de la aorta y la arteria pulmonar. El hecho de que este
autor haya considerado al cono parte del bulbus cordis lleva implicito que aparece
en el corazén en tubo recto, lo que fue aceptado por todos los embridlogos
dedicados al estudio de la region tronco-conal tanto en los mamiferos como en las

aves.
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El advenimiento de técnicas de cultivo y marcaje in vivo e in ovo en el Gallus
domesticus proporcioné un modelo biolégico de estudio adecuado para investigar
la cardiogénesis, por ser facil de manipular, porque se pueden obtener embriones
en cualquier etapa del desarrollo y ademas porque su corazén es similar al del
embridon humano. Estos hechos llevaron a lograr la accion selectiva sobre las
estructuras cardiacas en desarrollo, sin producir la muerte materno embrionaria,
condicién indispensable para el estudio de la embriogénesis de cualquier 6rgano,
debido a que este proceso tiene como caracteristicas esenciales ser progresivo,
secuencial, ininterrumpido e irreversible. Usando este modelo y mediante este tipo
de metodologias De la Cruz y colaboradores* encontraron en el corazén en tubo
recto (estadio 9) que al principio es una canal abierta dorsalmente, que solo esta
constituido por dos segmentos cardiacos primitivos; el cefalico es el primordio de
la regién trabeculada del VD y el caudal corresponde al primordio de la region
trabeculada del VI, negando asi lo establecido previamente por Davis'® en el
embrion humano. Este mismo grupo de investigadores, también hallaron que
conforme avanza el desarrollo, el canal se cierra y se forma un verdadero tubo?,
ademas se van integrando al coraz6n nuevos segmentos cardiacos primitivos
denominados asi porque cada uno de ellos da origen a una region anatémica
especifica de una cavidad cardiaca definitiva*'®. En el caso de los ventriculos
participan tres segmentos: el primordio de la region apical trabeculada de cada
ventriculo, el tracto de entrada primitivo y el cono*'®,

Desde el punto de vista histolégico, el tubo cardiaco primitivo cuando aparece
(estadio 9) esta compuesto por miocardio y endocardio, es decir es un manto
mioendocardico, el epicardio aun no estd presente. Las células miocardicas
(miocitos) contienen en su citoplasma escasas miofibrillas con distinto grado de
organizacion, reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi, que son el
testimonio de su gran actividad en la sintesis proteica. Entre el endocardio y el
miocardio se encuentra una matriz extracelular amorfa, antiguamente denominada
gelatina cardiaca'®, que es elaborada tanto por las células miocardicas como por
las endocardicas. En la actualidad se considera que la matriz extracelular debido a

su constitucion quimica que incluye acido hialurénico, heparina, sulfato de
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condroitina, glucoproteinas y colagena de diferentes tipos, es uno de los
elementos claves en la cardiogénesis inicial, pues juega un papel importante en la
fusién de los dos tubos endocardicos y en la curvatura y septacién del corazén'®.
Una vez establecido el corazén en tubo recto, el 6rgano comienza a cambiar de
forma y constitucion embrionaria debido al cierre de la canal y a la integracion
paulatina de nuevos segmentos, iniciandose el proceso de torsion y plegamiento®.
El resultado de este proceso es que los diferentes segmentos cardiacos primitivos
cambian de posicion espacial y establecen nuevas relaciones entre si, que
determinan que la septacién del corazén sea normal. La torsién y plegamiento del
tubo cardiaco ocurre en un periodo largo del desarrollo, por esta razén para su
estudio se ha dividido en tres etapas® (llustracién 2)

La primera etapa se inicia con la integracidon del tracto de entrada primitivo y los
atrios primitivos derecho e izquierdo en la region caudal del tubo cardiaco,

mientras que en la cefélica comienza a surgir el cono®'"®

(llustracion 2A).
Simultaneamente el corazén empieza a curvarse a la derecha, adquiriendo la
forma de una asa en forma de "C", cuya superficie convexa (curvatura mayor) esta
a la derecha y el borde concavo (curvatura interna) a la izquierda®. En el embrién
de pollo esta etapa se presenta en el estadio 12HH. En este corazén se pueden
distinguir tres regiones en las que estan presentes cinco segmentos cardiacos
primitivos. La region cefalica contiene al Cono, que es el primordio de ambos
tractos de salida ventriculares®'". La Regién media corresponde al asa cardiaca y
esta constituida por tres segmentos que en un orden céfalo-caudal son: el
primordio de la region apical trabeculada del ventriculo derecho, el primordio de la
region apical trabeculada del ventriculo izquierdo (ambos separados por el surco
interventricular izquierdo que es muy profundo) y el tracto de entrada primitivo, que
es el primordio de ambos tractos de entrada ventriculares. Finalmente la regidén

caudal contiene los atrios primitivos®®2! (

llustracion 2B).

A medida que avanza el desarrollo, el tubo cardiaco toma la forma de S (estadio
14HH), en esta etapa el asa es convexa ventralmente y cdéncava dorsalmente,
ubicandose en posicion sagital, de tal manera que los segmentos cardiacos

primitivos siguen una direccidon ventro-dorsal. En este caso el cono y el primordio
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de la region apical trabeculada del ventriculo derecho estan en posicién cefélica,
mientras que el primordio de la regién trabeculada del ventriculo izquierdo y el
tracto de entrada primitivo son caudales, también aparece el seno venoso®
(Hustracion 2 C). En los mamiferos el seno venoso participa en la morfogénesis del
atrio derecho, integrandose a su pared dorsal e interviene en el desarrollo del
septum interatrial, en las aves permanece como una cavidad independiente,
conectada al atrio derecho.

A continuacion se presenta la etapa avanzada de la torsién, que se inicia entre los
estadios 16HH-17HH?. En este periodo comienza a surgir un nuevo segmento en
la regién cefalica del corazén, justo adyacente al cono®. Este segmento se
denomina tronco arterioso, porque se piensa que da origen a las valvulas
pulmonar y adrtica y a los segmentos proximales de dichas arterias (tronco de las
grandes arterias). Simultaneamente, el primordio de la regién apical trabeculada
del ventriculo derecho y el de la regién trabeculada del ventriculo izquierdo se
colocan uno a la derecha y el otro a la izquierda respectivamente; los demas
segmentos cardiacos primitivos adquieren una ubicacion en el espacio similar a la
que tendran en el corazén maduro (llustracion 2D,D), lo que determina que la

septacién cardiaca, que se iniciara inmediatamente, suceda de manera correcta®.

Respecto al proceso de septacion del corazén, De la Cruz y cols.?® hallaron —en el
embriéon de pollo- que se inicia con la aparicion de un tabique continuo que
denominaron septum cardiaco primitivo, que surge entre los estadios 17HH-18HH.
Ademas describen que dicho tabique separa simultaneamente los dos atrios entre
si, el tracto de entrada del VD del tracto de entrada del VI y a la region apical
trabeculada de cada uno de los ventriculos, por consiguiente comienza a
expresarse el corazén tetracavitario®. El mismo grupo de investigadores demostré
que en esta etapa del desarrollo (estadio 18HH), el cono aun no dividido persiste
en forma de un segmento tubular conectado al primordio de la regién apical
trabeculada del VD, por lo que el VI atn carece de tracto de salida'’. Ademas
encontraron que en el estadio 22HH el cono -al igual que sucede en el corazén del

embrion humano- presenta en su interior dos crestas: dextrodorsal y sinistroventral
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que lo dividen en un cono anterolateral y otro posteromedial y confirmaron
mediante marcaje en vivo que el primero es el primordio del infundibulo del VD'".
Respecto al segundo, se ha descrito que participa en el desarrollo del vestibulo del
VI, sin embargo, esta participacién es muy cuestionada, pues el marcaje en vivo
en el embrion de pollo demuestra la contribucion del cojin superior del canal A-V
en el tracto de salida de dicho ventriculo®. A pesar de que en el estadio 22HH se
ha iniciado el proceso de septacion cardiaca y que el cono se ha dividido
parcialmente en dos, ambos conos aun persisten conectados a la regién apical
trabeculada del VD.

La integracion de cada uno de los conos a su ventriculo correspondiente sucede
tardiamente en el desarrollo, mediante procesos poco conocidos y muy discutidos,

17,25,26
y

mecanismos aparentemente contradictorios como la proliferaciéon celular®® y la

sefialandose aspectos mecanicos como la rotacién y el acortamiento

apoptosis?’ de las células miocardicas.

Por otro lado la morfogénesis de la region proximal de la arteria pulmonar y la
aorta (troncos de las grandes arterias), asi como las valvulas arteriales, que
regulan los tractos de salida ventriculares, sucede en etapas aun mas avanzadas
de la cardiogénesis y es uno de los temas mas controvertidos de la biologia del
desarrollo cardiaco, pues no existe un acuerdo de los componentes embrioldgicos
que participan. Algunos autores mencionan que ambas estructuras se originan del

17,28

tronco ;sin embargo; otros investigadores proponen que éste sélo da origen a

las valvulas pulmonar y aértica, pero no participa en la regién proximal de las

grandes arterias, la cual sefialan debe formarse por el saco aértico®®2.
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PRIMIORDIO @ ﬂ]mﬂ] PTVE PTVI PRIMORDIO
D

DEL TS EL TE

[lustracioén 2.- Esquema que muestra el estadio en que aparecen los segmentos cardiacos
primitivos, sus cambios de posicién durante el proceso de torsiéon y plegamiento cardiaco y
su expresion anatémica en el corazéon maduro. A. Estadio 9. Corazén en tubo recto,
formado por el primordio de la regién trabeculada del ventriculo derecho (PTVD) en
posicion cefdlica y el de la region trabeculada del ventriculo izquierdo (PTVI) en posicién
caudal, separados por los surcos interventriculares derecho (1) e izquierdo (1°). B. Estadio
12. Corazon en asa en C. La curvatura mayor (2 ) es derecha, mientras que la menor (3) es
izquierda. Aparecen el cono 6 primordio de los tractos de salida (TS), el primordio de los
tractos de entrada (TE) y los atrios primitivos derecho (4) e izquierdo (4°). C. Estadio 14.
Corazon en asa en S. La curvatura mayor (2) es ventral y la menor dorsal. Los atrios se
colocan ligeramente dorso-cefdlicos; aparece el seno venoso (SV). D, D’. Estadiol6-17.
Etapa avanzada de la torsion. Vistas sagitales derecha e izquierda respectivamente. Los
segmentos cardiacos primitivos adquieren la relacién de vecindad similar al del corazén
definitivo. La curvatura mayor (2) forma el 4pice cardiaco; aparece el tronco y los atrios
primitivos (4, 4’) se colocan en posicion dorsocéfalica. E, E’. Vista interna de los
ventriculos maduros mostrando las regiones que los forman y su constitucién embrionaria.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha descrito que el cono y el tronco son los componentes embriolégicos que
participan en el desarrollo de los tractos de salida ventriculares, las valvulas que
los regulan y la regién proximal de la arteria pulmonar y de la aorta'’ 2%,
Respecto al cono, trabajos previos experimentales realizados en el corazén del
embrién de pollo demuestran que aparece en el estadio 12HH'", etapa de asa en
C, mientras que el tronco comienza a surgir en el estadio 16HH??, etapa de post-
asa temprana.

En una investigacion reciente, realizada por Sanchez Gémez®® y cols. usando
marcaje en vivo en el corazén del embrién de pollo, se establecieron los limites del
cono anterolateral (primordio del tracto de salida del ventriculo derecho) en el
corazén del estadio 22HH®. También se demostré que el limite caudal o
ventricular se encuentra al nivel de los surcos conoventriculares, mientras que el
cefélico o tronco-conal esta en el sitio en el que el tubo cardiaco cambia de
direccion caudocefalica a una direccién ventrodorsal, que en este estadio también
corresponde al limite cefalico de las crestas del cono. Esta informacién es muy
uatil en nuestra investigacién pues nos permitié distinguir con precision estos dos
segmentos cardiacos primitivos. Ademas, estos mismos investigadores hallaron
que el cono anterolateral se integra a su ventriculo correspondiente debido al
crecimiento diferencial de este Gltimo®:.

Respecto al destino prospectivo del tronco existen dos propuestas, la primera
sefala que da origen a las regiones proximales (tronco) de las grandes

arterias'”?>2®

, lo que implica la transformacién de una parte de su pared -que
inicialmente es de musculo cardiaco- en musculo liso de pared arterial. Este
mecanismo a pesar de ser sugerido por todos los autores que apoyan esta
primera propuesta, ha sido escasamente abordado experimentalmente, siendo el
trabajo de Ya y cols® uno de los més citados. Sin embargo, otros investigadores
proponen que el tronco Unicamente origina las valvulas pulmonar y aértica, pero
no participa en las regiones proximales de las grandes arterias®®*?, que se

formaran a partir del saco aédrtico. Debido a que las valvulas arteriales estan
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compuestas por un anillo de insercion y las valvas (sigmoideas), ambos
constituidos por tejido conectivo, en este caso es de sospechar una
transformaciéon del miocardio en tejido conectivo, proceso previamente
demostrado por Argiiello y cols®.

Esta descripcion hace evidente que la pared miocardica del cono permanece con
esas caracteristicas, sin embargo es obvio que no existe un consenso sobre el
destino real de las células miocardicas de la pared del tronco. Ademas tampoco se
conocen de manera secuencial e integrada los cambios histol6gicos de la pared
de estos dos segmentos del corazéon embrionario durante las etapas de la
cardiogénesis en que se desarrollan los tractos de salida ventriculares, las
valvulas arteriales y las regiones proximales de la aorta y la arteria pulmonar. Por
esta razén como un primer acercamiento para confirmar el destino de la pared del
cono y distinguir si el miocardio de la pared del tronco se transforma en musculo
liso 0 en fibroblastos de tejido conectivo, en el presente trabajo se estudiaron las
caracteristicas histolégicas de la pared del cono anterior y del tronco en el corazén
de embriones de pollo previamente marcados en el estadio 22HH en los limites
conales, para poder diferenciarlos, rastreando sus cambios hasta el estadio 36HH,
en el que es posible conocer la manifestacion anatémica de estas estructuras

embrionarias.
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JUSTIFICACION

Debido a que existen dos propuestas distintas y excluyentes sobre el destino de
las paredes del tronco, la informacién lograda en este trabajo aportara elementos
para poder sugerir cual es la correcta, conocimiento indispensable para iniciar
estudios sobre el proceso de histodiferenciacion de la pared del tronco a nivel

ultraestructural, molecular y genético.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar mediante técnicas morfoldgicas e histoldgicas el destino del cono
anterolateral y del tronco en el corazén de embriones de pollo
previamente marcados en los limites conales en el estadio 22HH,
rastreando los cambios hasta el estadio 36HH.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Describir mediante microscopia electrénica de barrido las
caracteristicas anatémicas del corazéon de embriones de pollo de los
estadios 22HH, 24HH, 26HH, 28HH, 30HH y 36HH.

2.- Estudiar por medio de técnicas histolégicas las propiedades de la
pared anterior del cono y de las paredes del tronco, asi como de la pared
de las estructuras en las que se transforman, en el corazén de embriones
de pollo previamente marcados en los limites del cono, rastreando los

cambios entre los estadios 22HH a 36HH.

3. Analizar los resultados confrontandolos con los de otros autores.
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MATERIAL Y METODO

Se hicieron dos tipos de estudios: anatémicos usando el microscopio
electronico de barrido e histolégicos mediante cortes seriados de los
corazones incluidos en paraplasto.

Con el propésito de conocer las caracteristicas anatomicas del corazon
embrionario, se usaron huevos fértiles de Gallus domesticus que se
incubaron a 37.5°C y 86% de humedad, el tiempo necesario para obtener
embriones de los estadios deseados. Para establecer los cambios
histologicos de las estructuras objetos de este estudio, se usé6 el corazén
de embriones de pollo obtenidos de los experimentos de marcaje en vivo
de los limites conales (Anexo 1). En ambos casos la edad de los
embriones se calculdé de acuerdo a los estadios de Hamburguer y
Hamilton®®, ya que esta clasificacién relaciona la cronologia (tiempo de
incubacion) con la morfologia.

Las investigaciones se llevaron a cabo a partir del estadio 22HH, debido a
que en esta etapa aparecen las crestas en el interior del cono que lo
dividen en dos, cuyo borde cefélico permite establecer el limite entre el

cono y el tronco.

I. Estudios anatémicos
Con el propésito de conocer los cambios morfologicos de las estructuras

objeto de este estudio y su relacion espacial con los demas segmentos
cardiacos primitivos, se eligieron seis embriones de cada estadio (22HH,
24HH, 26HH, 28HH, 30HH y 36HH) y se procesaron para hacer
fotografias con el microscopio electrénico de barrido, siguiendo una
técnica de preparacion previamente establecida por Sanchez Gémez®’.
Para retirar el exceso de sangre y lograr una mejor preservacion de la
muestra, los especimenes se lavaron por perfusion con la solucion de
Ringer (Soluciones 2) y se fijaron por el mismo método con glutaraldehido
al 3.5% disuelto en un amortiguados de fosfatos durante 2 hrs. (Anexo 2,
Soluciones 3). Posteriormente los embriones se lavaron con la solucion
amortiguadora de fosfatos . El corazon se separ6 del cuerpo del embrion

y con la ayuda de una aguja muy delgada 6 un pequeno bisturi, se realizd
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una incision en el lugar donde se encontraron las marcas. Las muestras
se deshidrataron en una serie de alcoholes graduales de 30% a 96%, un
cambio de 10 minutos en cada uno y 2 bafios de 20 minutos cada uno en
el alcohol absoluto. Los especimenes ya deshidratados se desecaron por
punto critico en un aparato Samdri modelo 789A y se montaron en porta
muestras orientandolos para poder tener imagenes del corazén en el
plano frontal, superficie ventral. Finalmente las muestras se recubrieron
con una capa de oro de 30-50 nm en el evaporador de i6nes, marca
Denton Vacuum Desk 1A, se observaron en el microscopio electronico de
barrido Jeol JSM 5300 a 15kV, haciendo fotografias a una amplificacién

de 35X en todos los estadios.

Il. Estudios histolégicos
Se seleccionaron seis embriones de cada estadio (22HH, 24HH, 26HH,

28HH, 30HH y 36HH) para estudiar las propiedades histolégicas de las
estructuras de interés, empleando una técnica establecida en el
laboratorio®® Se usaron corazones previamente marcados en los limites
del cono y capturados para conocer la ubicacién de las marcas. Los
especimenes se fijaron en Bouin alcohdlico durante 24 horas (Soluciones
3). Debido a que el fijador se prepara en una solucién de alcohol al 70%,
para eliminar el exceso de &cido picrico (color amarillo) las muestras se
lavaron en alcohol de esa graduacion dando 2 o 3 cambios de 3 a 4 hrs.
cada uno. Inmediatamente se realizd la deshidratacion de los
especimenes pasandolos por un tren de alcoholes graduales del 70% al
90%, 2 cambios de 15 minutos cada uno y alcohol 96% y 100%, dos
cambios de media hora. El proceso de aclaracion se llevé a cabo pasando
las muestras en una mezcla de alcohol absoluto / aceite de cedro 1:1
durante 1 hora, aceite de cedro puro, toda la noche, aceite de cedro/
cloroformo 1:1, 2 horas.

La preinclusion se realizd con cloroformo puro, un bafo de 2 horas, un
cambio en una mezcla de cloroformo / paraplast en proporciéon 1:1 por un
tiempo minimo de 4 horas, paraplasto puro de 4 a 12 horas, dependiendo
del tamano del corazén. Estos ultimos procedimientos se realizaron
dentro de un horno de inclusion a 58-60°C. Las muestras se incluyeron
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con paraplasto, usando moldes de plastico especiales; con la ayuda de un
microscopio estereoscopico los corazones se orientaron adecuadamente
para poder obtener cortes en los planos frontal o transversal. Mediante un
micrétomo Leitz 1512, se hicieron cortes seriados de 5um de grosor para
poder lograr una mayor resolucion y observar los limites celulares. Los
cortes fueron montados en portaobjetos de vidrio.

Las preparaciones se tifieron con la técnica de Hematoxilina y Eosina
(Anexo 3) y se seleccionaron tres embriones de cada estadio en cada
orientacion. Esto nos permitié identificar el tipo de células y las
caracteristicas de su nucleo. La descripcién de los resultados y obtencion
del material fotografico se realizd con la ayuda de una camara digital
conectada a un microscopio Optico; las imagenes se procesaron con el
programa de computo Image Expert- Photo PC 3000 Z.
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RESULTADOS

1. Estudios Anatomicos

Estadio 22HH, 31/2 dias de incubacion (Fig. 1). En esta etapa el corazén en una
vista externa esta constituido por dos atrios en posicidén cefélica y dos ventriculos
en posicion caudal. De la parte distal del ventriculo derecho emerge el cono que
se puede distinguir por estar delimitado por dos rasgaduras. En posicién aun mas
cefélica se observa el tronco. Los ventriculos estan ubicados en la posicién que
les corresponde, uno a la derecha y otro a la izquierda, ambos separados por el
surco interventricular muy pequefio. El limite inferior del cono corresponde a los
surcos cono-ventriculares, el derecho es poco evidente, mientras que el izquierdo
es muy profundo. Este segmento cardiaco primitivo esta desplazado hacia la
derecha respecto al eje embrionario, por esta razon, en el plano frontal no es
posible observar al atrio derecho. El cono es casi recto, sigue una direccidén caudo-
cefélica y ligeramente de derecha a izquierda, descansa sobre la superficie ventral
del canal atrioventricular. El tronco es el segmento mas cefalico del corazén. No
existe una estructura anatémica que corresponda al limite tronco-conal, éste lo
pudimos distinguir por la presencia de las marcas que evidenciamos mediante una
pequena incisidbn. Ademas en esta etapa, este lugar corresponde al sitio en el que
el tubo cardiaco cambia de una direccion caudo-cefalica a una direccién ventro-
dorsal. El tronco se encuentra en posicidén central respecto al eje embrionario y

descansa sobre la superficie ventral del atrio izquierdo.

Estadio 24HH, 4 dias de incubacion (Fig. 2). Es notable el crecimiento de la region
ventricular, principalmente del lado derecho. El cono al igual que en la etapa
anterior lo pudimos distinguir por la presencia de dos pequeinas incisiones. El
surco cono-ventricular derecho ha desaparecido, mientras que el izquierdo se
mantiene profundo. En esta etana, la marca que inicialmente se encontraba en el
surco cono-ventricular derecho se halla desplazada en direccién caudal (Fig. 2A).

El cono continda inclinandose hacia la izquierda y aun descansa sobre la
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superficie ventral del canal atrioventricular (Fig. 2B). A pesar de que el cono aun
esta desplazado hacia la derecha respecto al eje embrionario, en el plano frontal
ya es posible observar una pequefa porcion del atrio derecho (Fig. 2A). El tronco
aun es el segmento mas cefélico del corazén y su limite con el cono ya no
corresponde al sitio en el que el corazén cambia su direccion, esta ligeramente
desplazado hacia la regién caudal; este segmento se mantiene en posiciéon central
respecto al eje embrionario y descansa sobre una muesca que comienza a

formarse entre los dos atrios (Fig. 2B).

Estadio 26HH, 5 dias de incubacion (Fig. 3). El crecimiento ventricular continta. La
marca que sefialaba el limite entre el cono y el ventriculo derecho se encuentra
mas integrada al componente ventricular, mientras que la que sefalaba el limite
tronco-conal se ha alejado mas -en el sentido céfalo caudal- del sitio en el que el
corazdn cambia su direcciéon. El cono sigue inclinandose hacia la izquierda y
permanece sobre la superficie dorsal del canal atrioventricular. En el plano frontal
el atrio derecho se hace cada vez més evidente. El tronco se mantiene en posicidén
central respecto al eje embrionario y descansa sobre una muesca cada vez mas

profunda presente entre los dos atrios.

Estadio 28HH, 6 dias de incubacion (Fig. 4). La morfologia cardiaca ha cambiado
mucho con respecto a la etapa anterior, principalmente en la regién tronco-conal y
las grandes arterias. Tanto la marca que sefalaba el limite entre el cono y el
ventriculo derecho, como la del borde tronco-conal, se han integrado al
componente ventricular. El tronco que en las etapas anteriores seguia una
direccion ventrodorsal ahora se encuentra en el mismo plano que los ventriculos y
sigue una direccion caudo-ceféalica, tiene la forma de un anillo ancho y grueso. Es
importante sefalar que la marca (rasgadura) que originalmente sefalaba el limite
tronco-conal, ahora corresponde al limite entre el anillo y el componente
ventricular. Por encima de este anillo, en posicién ain mas cefalica comienza a
definirse la region proximal (troncos) de la aorta y de la arteria pulmonar asi como

sus ramas principales. Estas ultimas descansan en una muesca que existe entre
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los atrios que ya se encuentran en su posicion definitiva, uno ubicado a la derecha

y otro a la izquierda.

Estadio 30HH, 7 dias de incubacion (Fig. 5). Los cambios mas importantes se
observan en el segmento que corresponde al tronco, la region proximal de la aorta
y la arteria pulmonar y sus ramas principales. El cono esta completamente
incorporado a los ventriculos, de tal manera que ahora se observan los tractos de
salida. El tronco mantiene la forma de un anillo, cuyos bordes estan mejor
definidos y su limite con el componente ventricular es similar al de la etapa
anterior. La regién proximal (troncos) de la aorta y de la arteria pulmonar asi como
sus ramas principales ya se han diferenciado y se mantienen sobre la muesca que

separa ambos atrios.

Estadio 36 HH, 10 dias de incubacion (Fig. 6). Clasicamente denominado corazoén
maduro. Existen pocos cambios en la forma del corazén, lo mas evidente es el
aumento de tamano de todo el érgano. La region proximal de las grandes arterias
y sus ramas principales ya se han definido completamente. Es de llamar la
atencion que la marca que al inicio sefalaba el limite tronco-conal, ahora se

encuentra al nivel del borde del anillo de insercién de las sigmoideas pulmonares.
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Fig. 1. Microfotografia obtenida con el microscopio electronico de barrido del
corazon de embrién de pollo del estadio 22HH. Vista frontal mostrando la relacion
espacial que guardan el Cono (C) y el tronco (T) con las demas estructuras del
corazén. Note que el Cono delimitado por dos rasgaduras (1, 2) emerge de la
region apical trabeculada del ventriculo derecho (VD) y descansa sobre el canal
atrioventricular (CA-V). La rasgadura (1) y el surco conoventricular derecho
(SCVD) estan en el mismo sitio. Al= Atrio Izquierdo; VI= Ventriculo lzquierdo; *=
Surco conoventricular izquierdo.
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Fig. 2. Estudio anatémico con el microscopio electronico de barrido del corazén de
embrién de pollo del estadio 24HH. A. Vista frontal. El atrio derecho (AD) comienza
a evidenciarse. B. Vista frontal eliminando los arcos faringeos. Note que el tronco
(T) es el segmento mas cefalico del corazén y que su limite con el Cono (C) se ha
desplazado caudalmente. AF= Arcos faringeos; Al= Atrio izquierdo VD= Ventriculo
derecho; VI= Ventriculo izquierdo; CA-V= Canal atrioventricular; *= Surco
conoventricular izquierdo; 1= Limite cono-ventricular. 2= Limite tronco-conal.
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Fig. 3. Microfotografia lograda con el microscopio electrénico de barrido del
corazon de embrién de pollo del estadio 26HH. Vista frontal. Observe que la marca
1 que senala el limite cono-ventricular esta parcialmente incorporada al ventriculo,
mientras que la marca 2, que corresponde al limite tronco-conal, se ha alejado en
el sentido céfalocaudal del sitio donde el corazén cambia de direccion. AD= Atrio
derecho; VD= Ventriculo derecho; Al= Atrio izquierdo; VI= Ventriculo izquierdo; CA-
V= Canal atrio-ventricular.
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Fig. 4. Estudio con el microscopio electrénico de barrido del corazén de embrién de
pollo del estadio 28HH. Vista frontal. Note que el tronco (T) se encuentra en el
mismo plano que los ventriculos y tiene la forma de un anillo; ademéas empiezan a
distinguirse el tronco de la aorta (TA0) y el de la arteria pulmonar (TAP) y sus
ramas principales. AD= Atrio derecho; VD= Ventriculo derecho; Al= Atrio izquierdo;
VI= Ventriculo izquierdo; C= Cono; 1= Limite cono-ventricular; 2= Limite tronco-
conal.
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Fig. 5. Microfotografia obtenida con el microscopio electronico de barrido del
corazén embrionario de pollo, estadio 30HH. Vista frontal. Observe que el Cono (C)
se ha incorporado a los ventriculos. Las ramas principales de la aorta y la arteria
pulmonar se encuentran diferenciadas. TAo= Tronco de la aorta; TAP= Tronco de
la arteria pulmonar; AD= Atrio derecho; Al= Atrio izquierdo; VD= Ventriculo
derecho; VI= Ventriculo izquierdo; 1= Limite cono-ventricular; 2= Limite tronco-
conal.
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15KV X394

Fig. 6. Microfotografia del corazon de embrion de pollo en el estadio 36HH,
obtenida con el microscopio electrdnico de barrido, vista frontal. Note que la marca
2 -que sefala el limite tronco-conal- se halla en el borde del anillo de insercion de
las sigmoideas pulmonares y que la pared anterior del cono corresponde a la pared
ventral del infundibulo del ventriculo derecho (PVI). AD= Atrio derecho; Al=
Atrio izquierdo; VD= Ventriculo derecho; VI= Ventriculo lzquierdo 1= Limite
cono-ventricular; 2= Limite tronco-conal.
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Il. Estudios Histoldgicos
Estadio 22HH (Fig. 7). El segmento mas cefalico del corazdn es el tronco. En un

corte sagital, siguiendo una direccién céfalo-caudal se observan el tronco, el cono
y el ventriculo derecho muy pequeio. En el interior del tronco y el cono estan
presentes dos crestas endocardicas, mientras que el ventriculo se caracteriza
porque su pared es trabeculada (Fig. 7A). El tronco esta cubierto externamente
por una pared miocardica delgada que no tiene una organizacidon concéntrica
(lamelar). Este tejido en algunas regiones no es muy compacto, pues existen
espacios entre las células. Los miocitos no son todos iguales en forma y tamano
(Fig. 7B). Las crestas externamente estan cubiertas por miocardio e internamente
por endocardio (Fig. 7A). El espacio entre estas dos capas de células contiene
abundante matriz extracelular de tipo fibrilar, en cuyo interior estan inmersas
multiples células de forma estrellada, con un nucleo central grande redondo u
ovalado un poco mas oscuro que el de los miocitos. En conjunto la matriz
extracelular y las células que contiene forman un tejido mesenquimatoso (Fig. 7B).
La pared del cono estd constituida por miocitos que forman una capa
relativamente delgada y compacta, de dos a tres células de grosor y no tienen una
organizacion lamelar (Fig. 7C). Estos miocitos al igual que los del tronco tienen un
citoplasma menos diferenciado y son menos alargados que los de las trabéculas
ventriculares. Las caracteristicas citologicas de las crestas del cono son similares
a las del tronco, aunque tienen mayor poblacion de fibroblastos. En esta etapa, el
epicardio solamente cubre la mitad proximal del cono, la mitad distal y el tronco
estan aun desnudos. Las trabéculas ventriculares estan formadas por miocitos
delgados, su citoplasma contiene miofibrillas bastante diferenciadas. Su nucleo es
grande y claro; el nucleolo es central (Fig. 7D). Los miocitos se agrupan y forman
una capa de una a tres células de grosor. Estas trabéculas estan rodeadas por
células endocardicas fisiformes con escaso citoplasma y un nucleo central
redondo (Fig. 7D).

Mediante el andlisis secuencial de los cortes histoldgicos, la marca més caudal la
observamos al nivel de los surcos cono-ventriculares y la cefalica en el limite entre
las crestas del tronco y del cono.
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Estadio 24HH (Figs. 8, 9). El saco adrtico empieza a proyectarse hacia la cavidad
pericardica, por lo que el tronco ya no es el segmento méas cefélico del corazén
(Fig. 8A). El saco aortico aun esta parcialmente embebido en el mesénquima
branquial, su pared no es miocardica (Fig. 8B) y esta en continuidad con la del
tronco que si esta formada por miocitos (Fig. 8A,C). La pared del saco aortico esta
constituida por fibroblastos que forman un tejido mesenquimatoso relativamente
laxo, con poca matriz extracelular. No tiene una organizacion lamelar, tampoco
existen en su interior crestas endocardicas (Fig. 8B). En un corte sagital del
corazébn se observa que la pared del tronco sigue siendo miocéardica y mas
delgada que la del cono, aunque ha aumentado su grosor con respecto al estadio
anterior (Compare Figs. 7, 9A,B). En casi toda la superficie de la pared externa del
tronco se observa que los miocitos no forman un tejido compacto, existen espacios
intercelulares mas amplios que en el estadio 22HH (Compara Fig. 7B con 9B). En
los miocitos se nota una mayor diferenciacion con respecto a la etapa anterior y
siguen siendo parecidos a los del cono. Respecto a las cresta, hay un aumento
muy significativo de células fibroblasticas, la matriz extracelular que las rodea es
de tipo fibrilar (Fig. 9A,B). En el caso del cono su pared miocardica ha aumentado
de grosor (Fig. 9A,C), los miocitos no forman un tejido compacto, han aparecido
algunos espacios, mas o menos grandes entre los grupos de miocitos (Fig. 9C).
Las miofibrillas en estas células son mas evidentes; en general las caracteristicas
del ndcleo son similares al estadio anterior, sin embargo en algunos miocitos el
nucleolo es un poco mayor. En las crestas del cono se observa un aumento muy
significativo tanto de la matriz extracelular como de los fibroblastos, cuyas
caracteristicas son similares a las del tronco (Fig. 9A). La region ventricular ha
aumentado de tamafno y su contenido trabecular también es mayor, los miocitos

mantienen las mismas caracteristicas que en el estadio 22HH (Fig. 9A,D).

Estadio 26HH (Figs. 10,11). En todos los embriones analizados el segmento mas
cefélico es el saco adrtico, que presenta un tabique que lo divide en dos conductos
(Fig. 10A). En un corte parasagital, se observa que el tronco en su regién mas
distal se continla con el saco aortico que tiene caracteristicas histoldgicas
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distintas (Fig. 10A). Su pared no es miocardica, las células que la forman son de
tipo fibroblastico, de forma estrellada, con abundante citoplasma, un nucleo
pequeino y dos nucleolos centrales. Estas células no estan organizadas en forma
lamelar y estan rodeadas por una matriz extracelular fibrilar (Fig. 10B). El tronco
tiene caracteristicas distintas en su regién adyacente al saco aértico respecto a la
cercana al cono (Fig. 11). En la primera estan presentes tres crestas endocardicas
y la pared miocéardica es muy laxa con miocitos cuyas miofibrillas son poco
evidentes (Fig. 11A,B). En la segunda, solo existen dos crestas endocardicas y los
miocitos que rodean la pared forman una mas capa compacta (Fig. 11C,D) y tiene
caracteristicas similares a los del cono (Compare Fig. 10D con Fig.11B,D). Es
importante senalar que en esta etapa, algunos miocitos adyacentes a las crestas
del tronco han invadido la matriz extracelular (Fig. 11B,D). El cono estd mas
integrado al componente ventricular (Fig. 10A), su pared se mantiene miocardica y
comienza a adquirir caracteristicas de pared trabeculada. Los miocitos forman
grupos, separados por espacios que no parecen estar limitados por endocardio
(Fig. 10D); su contenido miofibrilar es similar al de los miocitos de las trabéculas
ventriculares. Las crestas del cono contienen una mayor poblacién de células en
comparaciéon con la etapa anterior. Las trabéculas de los ventriculos estan mejor
definidas (Fig. 10A), son muy ramificadas y mas delgadas que en el estadio 24HH
(Compare Fig. 9A con Fig. 10A), contienen un mayor niumero de miocitos con
miofibrillas muy desarrolladas (Fig.10E).

En el andlisis secuencial de los cortes histologicos, se encontré que el limite entre
el como y el tronco solo se puede distinguir por la presencia de las marcas, la
caudal ya no corresponde a los surcos cono ventriculares, se localiza dentro del
ventriculo, la cefalica permanece en el borde entre las crestas del cono y el tronco
pero este sitio ya no se encuentra en el lugar donde el tubo cardiaco cambia de

una direccion caudocefalica a una ventrodorsal.

Estadio 28HH (Figs.12,13). La region del saco aédrtico no forma parte de la
estructura cardiaca y ha sufrido muchas modificaciones. Ese segmento se ha
transformado en dos conductos individualizados que corresponden al tronco de la
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pulmonar y el de la aorta, cuyas paredes son de fibroblastos que empiezan a
organizarse formando capas concéntricas 6 lamelas (Fig. 12A, B). Ademas dichos
conductos estadn en continuidad con los arco branquiales. La pared del tronco
permanece rodeada de miocitos que forman dos estratos, la capa adyacente al
epicardio es continua (Fig. 13B), sin embargo los miocitos adyacentes al tejido
mesenquimatoso de las crestas, se ha dispersado y se encuentra mezclado con
los fibroblastos que forman ese tejido (Figs. 12C,D, 13B). La invasién del
mesénquima por los miocitos es mas evidente en el extremo distal del tronco, en
donde ademas estan presentes las tres crestas aun no fusionadas (Compare Fig.
12C;D con 13B). En este caso los miocitos tienen miofibrillas menos evidente. El
cono continda integrandose a los ventriculos, su pared es mas amplia y comienza
a tener una apariencia de pequenas trabéculas (Fig. 13A), aunque los espacios
entre los grupos de miocitos aun no estan cubiertos por endocardio. Las crestas
del cono tienen mayor volumen y hacen contacto entre si, pero aliin no se fusionan
(Fig. 13A). El desarrollo de las trabéculas ventriculares sigue avanzando, dichas
estructuras aunque son de mayor tamano y mas ramificadas, mantienen las
caracteristicas que tenian en las etapas anteriores, los miocitos son similares a los

del cono (compare Fig. 13C con 13D).

Estadio 30HH (Figs. 14,15). La pared de las regiones proximales (troncos) de la
arteria pulmonar y de la aorta esta formada por fibroblastos que se empiezan a
organizar en forma lamelar (Fig. 14A,B), también comienzan a formarse las
tunicas de la pared arterial. La pared externa del tronco esta formada por miocitos
con miofibrillas similares a los del cono (Fig. 15B), sin embargo no parecen tener
una organizaciéon topografica especifica, forman un tejido muy laxo y continda el
proceso de invasién de los miocitos al tejido mesenquimatoso de las crestas, que
en su extremo distal, adyacente al saco aobrtico, se estan transformando en las
sigmoideas pulmonares y adrticas (Fig. 14C), las cuales al igual que su anillo de
insercién estan rodeadas exteriormente por miocardio (Fig. 14C). El cono anterior
ya se ha integrando al ventriculo derecho (Fig. 15A), su pared anterior
corresponde a la pared ventral del tracto de salida de este ventriculo, esta
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organizada en pequefas trabéculas relativamente gruesas, cubiertas por
endocardio (Fig. 15C). Los miocitos son similares a los de las trabéculas
ventriculares, aunque menos alargados (Compare Fig. 15C con 15D). La crestas
del cono ya se han fusionado en el extremo proximal (caudal), en el distal aun se
nota una muesca que las separa (Fig. 15A). Los ventriculos contindan su
desarrollo, sus trabéculas tienen la forma que caracteriza a cada uno de ellos (Fig.
15A), sus miocitos estan muy diferenciados, son alargados, tienen un nucleo
grande con uno 6 dos nucleolos y el citoplasma esta ocupado por una abundante
cantidad de miofibrillas (Fig. 15D).

En esta etapa la marca caudal esta en el ventriculo derecho y la cefélica en el

borde ventricular del anillo de insercion de las sigmoideas pulmonares.

Estadio 36HH (Fig.16). En esta etapa, los ventriculos se han separado totalmente,
pues la comunicacién que existia entre ellos se ha cerrado porque el septum
interventricular ya se ha completado, en este ultimo se observa la presencia de
vasos coronarios (Fig. 16A). La pared de las regiones proximales de la arteria
pulmonar y de la aorta (troncos) esta formada por fibroblastos que tienen una
organizacion lamelar, pero aun no se distinguen las tunicas. Inmersas entre los
fibroblastos estan presentes algunas células de musculo liso (Fig. 16B). En las
ramas principales de la aorta y la arteria pulmonar las lamelas ya se estan
definiendo (Fig. 16A). El tronco ha perdido algunas de las caracteristicas que
permitian identificarlo, en su lugar se encontré6 un segmento bordeado por una
pared miocardica, ubicado entre el tracto de salida de los ventriculos y la regidén
proximal de la arteria pulmonar y la aorta, en su interior estdn presentes los
aparatos valvulares pulmonar 6 aodrtico, segun sea el caso (Fig. 16A). Estos
ultimos estan compuestos por un anillo de insercibn muy amplio, pero mejor
definido que en el estadio 30HH y las sigmoideas (Fig. 16A). La marca cefalica se
hall6 muy dispersa en el borde ventricular del anillo de insercion y la caudal dentro
del ventriculo. La pared que rodea tanto al anillo de insercion como a las
sigmoideas esta compuesta por miocitos cortos, bien diferenciados, con un ndcleo
relativamente grande y uno é dos nucleolos. Estan mezclados con fibroblastos
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grandes claros con un nucleo mas oscuro que el de los miocitos (Fig. 16C). Estos
fibroblastos son similares a los que forman las sigmoideas, en este caso, se
organizan formando un tejido mesenquimatoso laxo; la matriz en la que estan
inmersos es de tipo fibrilar (Fig. 16D). El cono anterior ya se ha transformado en el
tracto de salida (infundibulo) del ventriculo derecho, cuyo limite con la region
apical trabeculada correspondié a la marca caudal, inicialmente colocada al nivel
de los surcos cono-ventriculares. La pared del tracto de salida del ventriculo
derecho mantiene una organizacion de pequenas trabéculas gruesas y cortas,
todas cubiertas por endocardio (Fig. 16E), cuyos miocitos son iguales a los de las
trabéculas ventriculares. Las crestas conales se han transformado en las

estructuras anatdémicas que les corresponde.
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DISCUSION

Los resultados de los estudios morfologicos e histologicos, asi como el
rastreo de las marcas desde el estadio 22HH hasta el 36HH, confirman lo
sefialado por De la Cruz y cols."" que el cono anterior da origen al tracto
de salida del ventriculo derecho y niegan que el tronco da origen a la
region proximal 6 tronco de las grandes arterias y que los miocitos de su
pared se transforman en musculo liso.

Respecto al cono, su pared anterior siempre fue de tipo miocardico, las
marcas que se colocaron para delimitar este segmento nos permitieron
observar, tanto en los estudios anatémicos como histolégicos, que el cono
anterior se integra al ventriculo derecho debido al crecimiento diferencial
de este Ultimo, siendo muy evidente en los resultados de los estudios
histolégicos que su pared ventral adquiere caracteristicas trabéculares
(Figs. 7C, 16E). Estos resultados concuerdan con lo sefalado por
Sanchez Gémez y Cols. respecto al desarrollo del infundibulo del
ventriculo derecho®. Ademas encontramos que la marca colocada en el
extremo cefélico de las crestas conales sefiala el limite entre esta
estructura y el tronco, ya que siempre la hallamos ubicada entre las
crestas del cono y el tronco. Por lo tanto, podemos concluir que el
extremo cefdlico de las crestas del cono es un buen parametro para
delimitar estos dos segmentos del corazén embrionario. Es importante
sefalar que si bien es cierto en el estadio 22HH este limite coincide con el
sitio en que el tubo cardiaco cambia de una direccién caudocefalica a una
ventrodorsal, en los demas estadios analizados tanto con el microscopio
electrénico de barrido como en los cortes histologicos no sucedid asi
(Figs. 1-6), por consiguiente el cambio de direccion del tubo cardiaco no
es un buen parametro para distinguir al cono del tronco, ademas hay que
tomar en cuenta que en los estadios tempranos (12HH-16HH) solo esta
presente el cono' .

Hallamos que a partir del estadio 24HH aparece en el extremo cefalico del
corazébn una nueva estructura -el saco adrtico- con caracteristicas
histologicas distintas al tronco y ademas carece de crestas, lo que nos
permitié diferenciar al tronco del saco aodrtico (Fig. 8A), por esta razéon
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consideramos al tronco como el segmento del corazén embrionario que
se encuentra entre el extremo cefalico de las crestas del cono y el saco
aortico (Fig. 10A).

Basados en estos limites encontramos que la pared del tronco siempre se
mantuvo rodeada por miocitos y que a partir del estadio 28HH los miocitos
adyacentes al tejido mesénquimal de las crestas perdieron sus uniones
celulares comenzando a invadir este tejido, en este caso sus miofibrillas
fueron menos evidentes (Figs. 12C,D, 13B). Estos hallazgos concuerdan
con lo reportado por Argiiello® que sefiala que las células miocardicas del
tronco se transforman en fibroblastos; pensamos que la matriz
extracelular de las crestas es un factor importante es este proceso.
Ademas encontramos al igual que Qayum y cols.*® que en la region
cefalica del tronco existen tres crestas y que ellas participan en el
desarrollo de las sigmoideas (Fig. 11A). Estos hechos nos permiten
concluir que los fibroblastos producto de la transformacién de los miocitos,
conjuntamente con el mesénquima de la region proximal de las crestas
del tronco (cercana al cono) forman el anillo de insercién de las valvulas
pulmonar y aédrtica, mientras que en la regidbn mas cefalica participan en
las sigmoideas. Por consiguiente, los miocitos de la pared del tronco
tienen un doble destino: los adyacentes al epicardio no se transforman y
rodean el anillo de insercion y las sigmoideas, mientras que los
adyacentes al tejido mesenquimal de las crestas se transforman en
fibroblastos.

Los estudios histoldgicos del corazén embrionarios de los estadios 30HH
y 36HH mostraron que el aparato valvular de la arteria pulmonar y el de la
aorta estd formado por un anillo de insercién y tres sigmoideas. Estas
estructuras estan comprendidas entre la marca colocada al nivel del
extremo cefélico de las crestas del cono (limite tronco-conal) y el saco
aortico. Es importante sefialar que tanto en los estudios morfolégicos
como en los histolégicos observamos que en estos estadios el anillo de
insercion es una estructura amplia, inicialmente poco delimitada en su
extremo caudal (limite tronco-conal). Estas observaciones son
congruentes con nuestra idea sobre la transformacién del tronco en el
anillo de insercion (Figs. 5,6,14A, 16A).
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El hecho de que hayamos encontrado que en el estadio 24HH aparece el
saco aodrtico, constituido por tejido mesenquimatoso y la aparicién de
células de musculo liso a partir del estadio 30HH en la pared de los
conductos derivados del saco aértico, nos permite concluir que esta
region es la que da origen al tronco de las grandes arterias, lo que
concuerda con lo reportado por Waldo y cols.*? quienes concluyen que el
saco aortico es dividido por el septum adrtico pulmonar en dos conductos
que corresponden al tronco de la aorta y el de la arteria pulmonar.

Algunos autores entre ellos Ya y cols ** no estan de acuerdo con esta
idea, ellos sugieren que los miocitos de la porcion distal del tracto de
salida del corazén embrionario, (al que denominan “outflow” en inglés) y
que corresponde a la region que nosotros estudiamos como tronco, pierde
su fenotipo miocéardico y se convierten en células de musculo liso, dando
origen a la region proximal 6 tronco de la aorta y de la arteria pulmonar.
También sefnalan que la region distal de estos vasos (ramas principales
de las grandes arterias) se desarrolla del saco aértico. Esta propuesta no
concuerda con nuestros resultados ya que hallamos que la pared del
tronco siempre fue de tipo muscular cardiaco y participa en el desarrollo
del anillo de insercién de las sigmoideas aodrticas y pulmonares. Estos
hechos nos permiten concluir que el saco aértico es la estructura que da
origen al tronco de las grandes arterias.

Debido a que el tronco del corazén embrionario no da origen al tronco de

las grandes arterias como lo han sefialado diversos autores'’?

, nosotros
sugerimos que es necesario cambiar esta denominacion, por estar
basada en un destino equivocado. Proponemos al igual que Pexieder®
llamar al Cono bulbus proximal y al tronco bulbus distal y para evitar
confusiones, llamar saco aértico pulmonar al segmento que da origen a la
region proximal 6 tronco de las grandes arterias.

Actualmente a la regién del corazén embrionario que conecta los
ventriculos con los arcos adrticos (polo arterial) se le denomina
genéricamente y en todas las etapas de la cardiogénesis “outflow”?®, sin
distinguir los segmentos que la constituyen. Esto se debe a la dificultad
que existe para diferenciar al Cono, Tronco y saco adrtico y a que la

mayoria de los investigadores toman como un hecho que el tronco del
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corazon embrionario da origen a la regién proximal 6 tronco de las
grandes arterias. Sin embargo recientemente se ha demostrado que estos
segmentos aparecen progresivamente a través del desarrollo

embrionario®®*°

, también mediante el marcaje en vivo en el embrién de
pollo, se ha sefialado que el cono aparece en el estadio 12HH'", respecto
al tronco se sabe que surge en el estadio 16HH?.

Basados en estos hechos, conjuntamente con nuestros hallazgos, a
continuacién proponemos un nuevo modelo del desarrollo de la region del
corazdn embrionario que conecta a los ventriculos con los arcos aérticos,
senalando la etapa en que aparece cada uno de los segmentos, sus
limites y su destino prospectivo.

El cono surge en el estadio 12HH'", en el estadio 22HH aparecen en su
interior las crestas endocardicas que lo dividen en un cono anterior y otro
posterior''. El anterior da origen al tracto de salida del ventriculo
derecho''. Respecto al tronco surge en el estadio 16HH* y da origen al
anillo de insercién y a las sigmoideas aérticas y pulmonares. El saco
adrtico comienza a aparecer en el estadio 24HH participa en el desarrollo
de la region proximal o tronco de la arteria pulmonar y de a aorta.

Este modelo y nuestros hallazgos seran dtiles para distinguir los
segmentos que constituyen el extremo cefélico del corazén embrionario,
informacion indispensable para interpretar correctamente los resultados
obtenidos de los estudios a nivel ultraestructural, genético y molecular,

tanto en aves como en mamiferos.
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CONCLUSIONES

1.- El extremo cefalico de las crestas del cono senala el limite entre estas crestas
y las del tronco y es un buen parametro para poder distinguir estas estructuras.

2.- El tronco del corazdédn embrionario es el segmento comprendido entre el
extremo cefalico de las crestas del cono y el saco aértico.

3.- Basados en los limites del Cono y el Tronco encontramos que sus paredes
siempre se mantuvieron rodeadas de células miocérdicas.

4.- El tronco embrionario no da origen a la regién proximal ( troncos) de la arteria
Pulmonar y la Aorta. Esta regidn de las grandes arterias se forma a partir del saco
Adrtico que se proyecta a la cavidad pericardica hacia el estadio 26HH.

5.- El tronco embrionario solo da origen al aparato valvular de la arteria pulmonary
de la aorta y la pared miocardica que los rodea, no forma pared arterial.

6.- Los miocitos adyacentes a las crestas del tronco pierden sus uniones
intercelulares e invaden la matriz extracelular.

7.- Los fibroblastos producto de la transformacion de los miocitos, conjuntamente
con el mesénquima de la regién proximal de las crestas del tronco (cercanas al
cono), forman el anillo de insercién de las valvulas pulmonares, mientras que la
regidbn mas cefalica participa en el desarrollo de las sigmoideas.

8.- Nuestros resultados apoyan la propuesta de Arglello sobre la transformacién
de los miocitos del tronco en fibroblastos de tejido conectivo.
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ANEXOS
1.-Técnica de Marcaje en vivo
Una vez desinfectado el cascardon del huevo, limpiandolo con alcohol al 70%, se
abre una pequefia ventana de aproximadamente 1cm?. Para exponer el corazén,
se retiran la membranas coridnica, vitelina y pericardica. A 20 embriones del
estadio 22HH se les colocaron dos marcas de distinto color, una negra y otra roja,

preparadas con una modificacién de la técnica de Seichert*’

. La primera se ubicé
en la pared anterior del cono al nivel de los surcos cono-ventriculares y la segunda
se coloc6 en la region del tubo cardiaco que cambia de una direccién
caudocefalica a una direcciéon ventrodorsal, al nivel del extremo cefalico de las
crestas del cono. Una vez marcado el corazén, la ventana en el cascardon del
huevo se recubre con un papel autoadhesivo. Los embriones se reincuban y se
sacrifican en diferentes etapas, hasta alcanzar el estadio 36HH (corazén maduro),
en el que es posible conocer la expresibn anatomica de las estructuras
embrionarias del corazén. Se toman fotografias al inicio y al final del experimento,
para tener un registro grafico de la ubicaciébn de las marcas. Todo este
procedimiento se lleva a cabo en un cuarto de cultivo en condiciones de
esterilidad.

Los embriones obtenidos en los estadios deseados se sacrifican y se fijan para
observar la ubicaciéon precisa de las marcas y procesarlos para llevar a cabo los
estudios anatomicos e histoldgicos.

2.- FIJACION POR PERFUSION

Una vez que se corroboré que los embriones estuvieran en el estadio de interés,
se retird la cinta adhesiva de la ventana y dentro del huevo se coloc6 un anillo de
papel filtro sobre el saco vitelino que rodeaba al embridn, esto con la finalidad de
no danarlo. Con una tijera curva se cortdé la membrana vitelina alrededor del anillo,
se extrajo el embrion adherido al anillo y se lavdé con una solucién de Ringer,
evitando que se desprendiera del anillo, para facilitar su manipulacién, ya que en
los estadios 22HH y 26HH los embriones son muy pequenos y fragiles. El corazén

se fij6 por perfusién, inyectando a través del seno venoso, con la ayuda de una
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pipeta Pasteur de punta muy delgada. Para los estudios histolégicos se utiliz6 el
Bouin alcohélico, mientras que para los anatdomicos se usé el glutaraldehido al
2.5%. El procedimiento quirdrgico y la inyeccién se llevaron acabo bajo un

microscopio estereoscoépico Zeiss.
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SOLUCIONES

1.-Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS 2X)
Cloruro de sodio

Fosfato de sodio

Fosfato de potasio

Aforar con agua destilada hasta un volumen de

2.- Solucién de Ringer
Para preparar 9 litros:
Cloruro de sodio
Cloruro de potasio
Cloruro de calcio

3.- Solucién de Bouin alcohdélico
Para preparar 100 ml:

Solucién saturada alcohélica al 70% de acido picrico

Formol 37- 40 %
Acido acético glacial

Soluciones para la tincién de Hematoxilina — Eosina

- HEMATOXILINA DE HARRIS
Hematoxilina en Cristales
Alcohol 96%

Alumbre de amonio y potasio
Oxido rojo de mercurio

Agua destilada

25¢g
25 ml
509
1.25¢
500 mi

70

11.94 ¢
851¢
3.48 ¢
500 mi

90g
3.75¢
216 ¢

75 ml
25 ml
5 ml
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Procedimiento

Disolver la hematoxilina en el alcohol, calentando ligeramente y separando el
recipiente. Disolver el alumbre en 100 ml de agua destilada, calentando
ligeramente, se mezclan las dos soluciones y se lavan los dos recipientes con los
restantes 100 ml de agua. Hervir lo mas rapidamente posible y cuando se inicia el
hervor, retirar del fuego, afadir el oxido rojo de mercurio, seguir calentando a
fuego muy lento hasta que la solucibn tome color rojo purpura. Se enfria
rapidamente con agua corriente de la llave. Filtrar diez veces para eliminar
residuos de amonio. A cada 100 ml de la solucién de hematoxilina afiadir de 4 a 5
ml de acido acético glacial, la mitad al acabar la preparacion y la otra mitad al

usarla.

- EOSINA CARNEGIE

Eosina amarillenta 6 azulosa 49
Alcohol etilico 96 % 100 ml
Agua destilada 300 ml

Procedimiento

Disolver primero la eosina en agua y anadir después el alcohol. Dejar madurar
durante tres semanas, a la luz y en frasco claro. Guardar en el mismo frasco. Si se
usa eosina amarillenta, para lograr una tincién adecuada, anadir tres gotas de

acido aceético glacial por cada 100 ml de colorante.

Método de tincién H - E
1.- Meter los cortes montados en portaobjetos de vidrio a la estufa a 58-60°
durante una hora.

2.- Desparafinar. 2 cambios de xileno de 5 minutos cada uno.

3.- Hidratar:
Alcohol absoluto 2 min
Alcohol 96% 2 min

Alcohol 85% 2 min
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Alcohol 70%

Alcohol 50%

Alcohol 35%

Agua destilada

4.- Hematoxilina de Harris

5.- Agua destilada

6.- Alcohol al 70%+ 5 gotas de HCL
7.-Agua de la llave + 1 gota de amoniaco
8.- Agua destilada

9.- Eosina Carnegie

10.- Alcohol 96%

11.- Alcohol 96%

12.- Alcohol absoluto

13.- Alcohol absoluto

14.- Xileno llI

15.- Xilol IV

16.- Montar en medio resinoso

2 min
2 min
2 min
5 min
5 min
3 min
Paso rapido
3 min
5 min
5min
Rapido
Rapido
Rapido
3 min
5 min

5 min

72
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