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SUMMARY

A study of the ultrastructural characteristics of chick embryo cardiogenic cells in ag-
gregation, to analyse the differentiation capacity of precardiac mesoderm in absence of
endoderm, is made. The results obtained show that the cardiac differentiation proces-
ses can start in absence of endoderm. Nevertheless, the differentiation degree of car-
diomyoblasts does not reach the expected level of organization and myofibrillar com-

plexity.

RESUMEN

Se realiza un estudio de las caracteristicas ultraestructurales de las células cardiogé-
nicas de embridn de pollo en agregacion, con el propdsito de analizar la capacidad de
diferenciacion del mesodermo precardiaco en ausencia de endodermo.

Los resultados obtenidos demuestran que los procesos de diferenciacion cardiaca
pueden iniciarse en ausencia de endodermo. Sin embargo, el grado de diferenciacion
de los mioblastos cardiacos no alcanzan el nivel esperado de organizacion y compleji-
dad miofibrilar.
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INTRODUCCION

Es conocido que los procesos de agregacion «in vitron de células disociadas en 51]1'5-
pension ' 7, evolucionan y hacen posible el estudio detallado de los contactos celula-
res, sorting out, organizacion morfogenética de las cclulas en sistemas mu‘lnscluI;1 res y
cooperacion celular en la organizacion y diferenciacion de los 1eJ|‘d05 8. 19, __4_ 28

Los procesos implicados en la diferenciacion cardiaca, han sido considerados poi
varios autores en distintos trabajos de revision 4 10.15.21_ i embargo. algunos aspectos
ofrecen resultados contradictorios. En |a diferenciacion de las células cardiogénicas. el
endodermo parece jugar un importante papel para el desarrollo normal del corazon de
embrion de pollo, considerando algunos autores . 12. 20. 21 necesaria la interaccion me-
sodermo-endodermo, para que se inicie ¥ complete dicho proceso.

Sin embargo * -2 no consideran indispensable la influencia del endodermo para
que se inicie la diferenciacion cardiaca, demostrando que el mesodermo precardmco
es capaz de autodiferenciarse, si bien, un soporte epitelial favorece Ia histogénesis. Es-
tudios recientes > muestran la capacidad de diferenciacion del mesodermo precardia-
€0, cuando se cultivan explantes de embrién de pollo en ausencia de endodermo.

endodermo.

MATERIAL Y METODOS

Meétodos de cultivo

de la colagenasa (0,03% en solucién Tirode a 37 5C, 70-80 min.)'' (Fig. | y 2). Los
tejidos se separan con un fina aguja de tungsteno, se lavan tres veces con una mezcla
de suero y Tirode para la inactivacion de| enzima y finalmente con solucion Tirode.

a) Cultivo en medio liquido

Una vez separado e ectomesodermo, se disocian las c€lulas ' 25 mediante un pipe-
teado suave y se cultivan en medio liquido de Eagle suplementado con 10% de suero
fetal bovino. 0,06 ml de Te-glutamina, 100 U.L. de penicilina y 100 microgramos de

streptomicina por m| de medio. Los cultivos son incubados en agitador orbital (70

r-p.m.)a 37,5°C durante 24 horas.
Se cultivan, ademds, fragmentos tridérmicos correspondientes a las dreas cardiogé-
nicas, utilizados como controles,

b) Cultivo en medio solido

Los agregados obtenidos S€ someten a un se

gundo cultivo en medio semisélido 7.
consistente en 7 partes de solucién Bacto-Aga

ral 1% en liquido de Gey, 3 partes de
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solucién Tirode v 3 partes de extracto embrionario de pollo de 9 dias. La duracion de
este segundo cultivo fue de 5-6 dias a 37,5°C.

Microscopia electronica

Los agregados obtenidos se fijaron en una solucion de glutaraldehido al 2% en tam-
pon fosfato (0,1N) durante 1 hora a 4°C. Después de una serie de tres lavados en el
mismo tampon, las muestran se posfijaron con O, O, al 1% en tampon fosfato (0,1 M)
durante 1 hora a 4°C, se deshidrataron mediante series sucesivas de etanol y oxido de
propilene y se incluyeron en resina Epon 812. Los cortes semifinos destinados a mi-
croscopia optica se realizaron con espesores de 0,5-1 um, optimas para la tincién con
azul de toluidina. Los cortes ultrafinos se contrastaron siguiendo la técnica de doble
tincion (Acetato de uranilo y Citrato de plomo), y examinaron en un microscopio
JEOL 10 CX. operando a 60 kv.

RESULTADOS Y DISCUSION

A. Cultivos de agregados de dreas cardiogénicas previa eliminacion
del endodermo.

El andlisis al microscopio de agregados de dreas cardiogénicas, cultivadas en medio
solido durante 2-3 dias, nos permiti¢ observar la diferenciacion de una zona capaz de
contraerse ritmicamente, alcanzando una frecuencia de 80-90 1/m. Sin embargo, he-
mos de hacer notas que ocasionalmente en algln cultivo las vesiculas formadas no se
contrajan. Alrededor de dichas vesiculas aparece un tejido formado por células cardia-
cas. En cultivos de agregados de cardiomiocitos, Arias y Villar! observan que la pre-
sencia de la linea Z no es determinante (como sucede en el desarrollo normal) del co-
mienzo de la funcién contractil en la diferenciacion de mioblastos «in vitroy.

En cultivos semejantes, aunque partiendo de estadios mds avanzados 7. 8 y 9 de
Hamburger y Hamilton”. Wiens y Spooner ¢, observan contracciones a las 18-24 ho-
ras de cultivo independientemente del estadio inicial de desarrollo del explante. EI he-
cho de que en nuestros cultivos las contracciones comiencen mds tarde, puede deberse
a que en el estadio 5. del que partimos, las c¢lulas estan todavia indiferenciadas en el
aspecto estructural o morfologico.

En este tiempo de cultivo, al microscopio electrdnico, se observa la presencia de nu-
cleos de formas variadas y desplazadas en la célula. Su citoplasma es denso por la pre-
sencia de abundantes polirribosomas. También se observan grandes y abundantes ve-
siculas, asi como mitocondrias y granulos de glucégeno dispersos. Los ribosomas apa-
recen alineados, constituyendo los primeros protomiofilamentos y pequefios grupos de
filamentos finos. Entre las c¢lulas aparecen fibras de coligeno dispersas, en ocasiones
contactando con ¢l sarcolema (Fig. 3 y 4).

Después de 3-4 dias de cultivo, las células del tejido mesoblistico contienen ya con-
centraciones de material granular y miofilamentos laxos. Algunos miofilamentos se
agrupan en haces cortos y finos, generalmente en relacién con las bandas Z (fig. 5). En
otras zonas, los filamentos laxos permanecen dispersos en el citoplasma. A veces, las
bandas Z pueden verse como centros o zonas en forma radial irregular. Asi pues, estas
miofibrillas dispersas por el citoplasma, no tienen orientacién preferencial.

Se observan también en ¢l citoplasma qbundantcs ribosomas libres. Las mitocon-
drias son muy numerosas y permanecen dispersas, asi como los granulos de glucoge-
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; ) . > Golgl aparecen en regiones po-
no. El reticulo endopldsmico asi como el aparato de Golgr aparecen en reg

bres en miofilamentos, muy poco desarrollados. ) ) ] O
Las cisternas subsarcomerales, como hecho caracterfsncq de las c.;clulaa 1111:1.?0“'1”"5
cardiacas ™'Y también se observan en estos agregados despucs de 3 dias de Cl;rz;na; e
Algunas células en estas primeras fases de la dlfCFCnC!aCIOH. poseen "_‘ﬁm mitécon-
limitan estructuras semejantes a sacos conteniendo restos de miofibri as.__ s
drias y otros orgdnulos celulares no identificados. Estos productos parecen' sc[:IC s
mas. Se observan también cilios. con centriolos paralelos al eje (Fig. 6). Cfml?h i
de las células cardiacas en diferenciacion 5. Asi mismo, es no[ab]e_la Pre?_f_m _}) Es d‘e
cos intercalares con desmosomas unidos en el material de estas uniones (d lgL1 ]1'-1102; s
destacar que los desmosomas aparecen con mayor frecuencia a lo largo [el e v
los discos intercalares. Segiin Nag '? el gran m&mer_o de contac@s 111'[ercedu z;)a_;l ot
primeras fases de la agregacion representa pres’umlblemcme los lugares de baj:
tencia para el acoplamiento eléctrico de estas células. seiios 6 emibars
En algunas células se observan miofibrillas largas, al lado de,los nicleos. sy
g0, los miofilamentos que los forman aparecen adelgazadqs y njmy'lp?co = A
con aspecto de haber sufrido una involucién. En estas mismas célu als' .
también gran nimero de particulas de glucogeno, ribosomas libres y polis : ué i
recen algunas particulas de glucogeno muy denso a los electrones, mientras
in tanto con el mi roceso de tincion. ) o
noAlolgzlg?ﬁ ?ﬂ?a(s) dgncultivcf rs‘;‘leof:l;c:uf:ntrem células con grandes niicleos q]uue]a?:;t.lpg? ;u
mayor parte, si bien, siguen existiendo todavia amplios espacios interce o
toplasma contiene miofibrillas, a menudo flexuosas, con bandas Z, en genlerfsticas -
gruesas. No se observa gradiente de diferenciacion con respecto 3_‘15‘5 Rl st
tadas para los 4 dias de cultivo, El nimero de miofibrillas con dtspos:mo_n' pCn o ek
el citoplasma, sigue siendo muy bajo y no mamienep la misma orientacion
lulas vecinas, a menos que estén ancladas a un disco intercalar. T
El aparato de Golgi, estd en general muy desarrollado_ y frecuenterp?n e S
de vesiculas, de dimensiones variables. Las mitocondrias son lambleé’ Zl[]gsewa, asi-
dispersas por el citoplasma, presentando a menudo una matriz densa. (ejos - e
mismo. abundancia de polirribosomas y granulos de glucdgeno agrupa
mente alrededor de gotas de lipidos.

D awdniens tridérmicas. utilizados como
B. Cultivo de agregados de dreas cardiogénicas tridérmicas, utiliza
controles.

. X r
En los cultivos controles se observd que las células cardlqcas presentaban mayo
grado de diferenciacion que los cultivos sin endodermo. iofibrillas. ge-
A los 3-4 dias de cultivo se observaron mioblastos con numerosas mio dencia a la
neralmente alineadas. A los 5 dias de cultivo, es de destacar la mayor teln eregulares
ordenacién. longitudinal de los miofilamentos, interrumpidos a mter\’?aogireccién y
por varias bandas 7. constituyendo ya miofibrillas alineadas en una soI e e
€on varios sarcomeros. Asimismo, se pueden observar bandas A, hﬂ?qu d'y‘ s interca-
casos, incluso la formacién de bandas H (Fig. 8). Se ghiseryan fambicr ’}:CO areas de
lares caracterizados por ofrecer una imagen ondulante e :mpln_:gr anc aZ'f ——
membranas celulares, a diferencia de lo observado en las fases iniciales de dife su as-
cion, en que dichas formaciones afectaban a pequefios tramos de membrana y
€cto era totalmente recto v uniforme. : -
: A la vista de los resultac?os obtenidos, parece evidente que en ausen;laddeh(:{i?dgg_
mo, puede iniciarse la diferenciacién cardiaca, como demuestra el hecho de
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servado células con las caracteristicas propias de los mioblastos cardiacos en los culti-
vos sin endodermo. En este sentido, Le Douarin '* sefiala que, la influencia del area
cardiaca, no es especifica de esta hoja. ya que toda hoja epitelial (ectodérmica o endo-
dérmica) e incluso un film de coldgeno que sustituva a dicho soporte epitelial, es ca-
paz de orientar la diferenciacion del mesodermo precardiaco hacia la formacién de un
tubo cardiaco.

Por otra parte hay que tener en cuenta que los cultivos controles presentan un grado
de diferenciacion mayor que los cultivos sin endodermo, caracterizado por la presen-
cia de numerosas miofibrillas alineadas en una sola direccion y con varios sarcomeros.

Estos hechos coinciden con los trabajos de Arias, Garcia y Villar 2, los cuales anali-
zando cultivos de explantes observan cierto grado de diferenciacion del mesodermo
precardiaco, en ausencia de endodermo.

Sin embargo, es de destacar, que a pesar de la diferenciacion estructural de las célu-
las cardiacas. no se observa en los agregados la formacion de tubos cardiacos tipicos.
Esto indica que la obtencion de las caracteristicas estructurales del tejido cardiaco no
estd ligada a la organizacion morfologica, ya que sin producirse la formacion de un
tubo cardiaco, las células mesodérmicas precardiacas. son capaces de adquirir una di-
ferenciacion estructural tipica de los cardiomiocitos. Estos hechos, pueden estar rela-
cionados con la ausencia de endodermo en estos cultivos, que impediria a las células
mesodérmicas realizar la emigracién desde las dreas laterales. Algunos autores > '3 26
consideran necesaria la presencia del endodermo para la normal migracion de las cé-
lulas precardiacas.

A la vista de los resultados obtenidos, podemos determinar que los procesos de dife-
renciacién cardiaca analizados en agregados de areas cardiogénicas, pueden iniciarse
en ausencia de endodermo. Sin embargo, el grado de diferenciacion alcanzado, corres-
ponde a estadios precoces del desarrollo. Ello, nos permite concluir que la hoja endo-
dérmica es indispensable para que se complete la histogénesis cardiaca, existiendo por
tanto una influencia positiva de esta hoja blastodérmica sobre la organizacion estruc-
tural de los cardiomiocitos.
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