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A study of the ultrastructural characteristics of chick embryo cardiogenic ce lis in ag
gregation, to a nalyse the differentiation capacity of precardiac mesoderm in absence of 
endoderm, is made. The results obtained show that the cardiac d ifferentiation proces
ses can start in absence of endoderm. Nevertheless, the differentiation degree of car
diomyoblasts does not reach the expected leve! of organization a nd myofibrillar com
plexity. 

RESUMEN 

Se rea liza un estudio de las características ultraest ructura les de las células card iogé
nicas de embrión de pollo en agregación, con el propósito de analizar la capacidad de 
diferenciación del mesodermo precardiaco en ausencia de endodermo. 

Los resul tados obtenidos demuest ran que los procesos de diferenciación cardiaca 
pueden iniciarse en ausencia de endodermo. Sin emba rgo, el grado de diferenciación 
de los mioblastos cardiacos no alcanzan el nivel esperado de o rganización y compleji
dad miofibrilar. 
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l t TRODUCCION 

Es conocido que los procesos de agregación «in vit ro» de célu las di~ociadas en sus
pensión 16. 11_ evolucionan y hacen posible el estudio deta llado de los contactos celu la~ 
res. sorting out. organización morfogcnética de las células en sistemas mult1 cclulares) 
cooperación celular en la organización y diferenciación de los tejidos 8- 19· :-1. :~. 

Los procesos implicados en la diferenciación cardiaca. han sido conside rados por 
\'arios au tores en distintos trabajos de revisión -1. 1º· 15-21 . sin embargo. a lgunos aspectos 
ofrecen resultados contradictorios. En la di ferenciación de las células cardiogénicas. el 
endodermo parece jugar un importante papel para el desa rro llo normal del cora zón de 
embrión de pol lo, considerando algunos autores 6· 12· !O. 21 necesaria la inte racción me
sodermo-endodermo, para que se inicie y complete dicho proceso. 

Sin embargo .1. 
14

· 
22

, no consideran indispensable la iníluencia del endodermo ~a ra 
que se inicie la diferenciación cardiaca. demostra ndo que el mesodermo precardiaco 
es capaz de autodiferenciarse, si bien. un soporte epitelial favorece la histogénesis. ~s
tudios recientes 

2 
muestran la capacidad de diferenciación del mesodermo precardia

co, cuando se cultivan ex plantes de embrión de pollo en a usencia de endodermo. 
El propósito de este trabajo, es ana lizar la influencia que ejerce el endodermo en la 

diferenciación de cardiomiocitos sometidos a procesos de disociación y agregación ce
lular. Así mismo. se pretende real izar un estudio secuencial del grado de organización 
estructural de estas células precardiacas, cuando se cu ltivan en presencia y ausencia de 
endodermo. 

MATERIAL Y METO DOS 

Mé10dos de cultivo 

Se utilizan embriones de pollo (Gallus ga llus domesticus) de estadio 5 9 , procedién
dose a la recogida de fragmentos correspondientes a las á reas cardiogénicas mediante 
microdisección. El ectomesodermo y el endodermo se aislan por la acción enzimática 
de la colagenasa (0,03% en solución Tirode a 3 7,5°C, 70-80 min.) 11 (Fig. 1 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 inactivación del enzima y finalmente con solución Tirode. 

a) Cultil'o en medio líquido 

Una vez separado el ectomesodermo, se d isocian las células 18-25 media nte un pipe
teado suave y se cultivan en medio líquido de Eagle suplementado con 10% de suero 
fetal bovino. 0,06 mi de Tc-glutamína, 100 U.I. de penicilina y 100 microgramos de 
streptomicina por mi de medio. Los cultivos son incubados en agi tador orbital (70 
r.p.m.) a 37,SOC durante 24 horas. 

Se cultivan, además, fragmentos tridérmicos correspondientes a las á reas cardiogénicas, utilizados como controles. 

b) Cultivo en medio sólido 

Los agregados obtenidos se someten a un segundo cultivo en medio semisólido 27 • 

consistente en 7 partes de solución Bacto-Agar al 1% en líquido de Gey. 3 partes de 
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solución Tirode y 3 partes de extracto embrionario de pollo de 9 días. La duración de 
este segundo cultivo fue de 5-6 días a 37,5°C. 

/11icroscopía electrónica 

Los agregados obtenidos se fijaron en una solución de glutara ldehido al 2% en tam
pón fosfato (0, 1 N) durante 1 hora a 4°C. Después de una serie de tres lavados en el 
mismo tampón, las muestran se posfija ron con O, 0

4 
al 1 % en tampón fosfato (O, 1 M) 

durante 1 hora a 4°C, se deshidrataron mediante series sucesivas de etanol y óxido de 
propilene y se incluyeron en resina Epon 8 12. Los cortes semifinos destinados a mi
croscopía óptica se realizaron con espesores de 0 ,5-1 um, óptimas para la tinción con 
azul de toluidina. Los cortes ultrafinos se contrastaron siguiendo la técnica de doble 
tinción (Acetato de uranílo y Cit rato de plomo), y examinaron en un microscopio 
J EOL 10 CX. o perando a 60 kv. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

A. Cultivos de agregados de áreas cardiogénicas previa eliminación 
del endodermo. 

El aná lisis a l microscopio de agregados de áreas cardiogénicas, cultivadas en medio 
sólido durante 2-3 días, nos permitió observar la diferenciación de una zona capaz de 
contraerse rítmicamente, alcanzando una frecuencia de 80-90 1/ m. Sin embargo, he
mos de hacer notas que ocasionalmente en algún cultivo las vesículas formadas no se 
contraían. Alrededor de dichas vesículas aparece un tej ido formado por células cardia
cas. En cu ltivos de agregados de cardiomiocitos, Arias y Vi llar I observan que la pre
sencia de la línea Z no es determinante (como sucede en el desarrollo normal) del co
mienzo de la función contracti l en la diferenciación de mioblastos «in vitro». 

En cultivos semejantes. aunque partiendo de estadios más avanzados 7. 8 y 9 de 
Hamburgcr y Hamilton 9

• Wiens Y Spooner ~". observan contracciones a las 18-24 ho
ras de cultivo independientemente del estadio inicia l de desarrollo de l explante. El he
cho de que en nuestros cultivos las contracciones comiencen más tarde. puede deberse 
a que en e l estadio 5. de l que partimos. las células están todavía indiferenciadas en el 
aspecto estructural o mo rfológico. 

En este tiempo de cult ivo, a l microscopio electrónico, se observa la presencia de nú
cleos de formas va riadas Y desplazadas en la célu la. Su citoplasma es denso por la pre
sencia de abunda ntes polirribosomas. También se observan grandes y abundantes ve
sículas, así como mitocondrias Y gránulos de glucógeno dispersos. Los ríbosomas apa
recen a lineados, constituyendo los primeros protomiofilamentos y pequeños grupos de 
filamentos finos. Entre las células aparecen fibras de colágeno dispersas, en ocasiones 
contactando con el sarcolema (Fíg. 3 y 4). 

Después de 3-4 días de cu ltivo, las células del tej ido mesoblástico contienen ya con
centraciones de materia l granular Y mioti lamentos laxos. Algunos miofilamentos se 
agrupan en haces cortos y finos, genera lmente en relación 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 irregula r. Así pues, estas 
miofibrillas dispersas por el citoplasma, no tienen orientación preferencial. 

Se observan ta mbién en el citoplasma abundantes ribosomas libres. Las mitocon
d rias son muy numerosas y permanecen dispersas, as í como los gránulos de glucóge-
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. no. El retículo cndoplásmico así como el aparato de Golgi aparecen en regiones po
bres en mioli lamentos. muy poco de~arrollados. 

Las cisternas subsarcomerales. como hecho característico de las células musculares 
cardiacas 7· 

19 también se observan en estos agregados después de 3 días de cu lti vo. 
Algunas células en estas primeras fases de la diferenciación , poseen membranas que 

limitan estructuras semejantes a sacos conten iendo restos de miofibrillas. m itocon
drias y otros orgánulos celulares no identificados. Estos productos parecen ser lisoso
mas. Se observan también cilios. con centriolos para lelos al eje (Fig. 6), característ icos 
de las cél ulas cardiacas en diferenciación 1s. Así mismo, es no table la presenc ia de dis
cos intercala res con desmosomas unidos en el material de estas uniones (Fig. 7). Es de 
destacar que los desmosomas aparecen con mayor frecuencia a lo largo de la línea de 
los discos intercalares. Según Nag 19 el gran número de contactos intercelula res en las 
primeras fases de la agregación representa presumiblemente los lugares de baja res is
tencia para el acoplamiento eléctrico de estas células. 

En algunas células se observan miofibrillas largas, a l lado de los núcleos. Sin em bar
go, los miofilamentos que los forman aparecen adelgazados y muy poco numerosos. 
con aspecto de haber sufrido una involución. En estas mismas célu las se observan 
también gran número de partículas de glucógeno, ribosomas libres y polisomas. Apa
recen algunas partículas de glucógeno muy denso a los e lectrones, mient ras que otros 
no lo están tanto con el mismo proceso de tinción. 

A los 5-6 días de cultivo se encuentran células con grandes núcleos que ocupan su 
mayor parte, si bien , siguen existiendo todavía amplios espacios intercelula res. El ci
toplasma contiene miofibri llas a menudo fl exuosas, con bandas Z, en general no mu y 
gruesas. No se observa gradien;e de di ferenciación con respecto a las caracte ríst icas ci
tadas para los 4 días de cultivo. El número de miofibrillas con dispos ición parale la en 
el citoplasma, sigue siendo muy bajo y no mantienen la misma orientación en las cé
lulas vecmas, a menos que estén ancladas a un disco intercalar. 

El aparato de Golgi, está en general muy desarrollado y frecuentemente c ircundado 
de vesículas, de dimensiones variables. Las mitocondrias son también numerosas _Y 
di~persas por el citoplasma, presentando a men udo una matriz densa. Se observa, as1-
m1smo. abundancia de polirribosomas y grinulos de glucógeno agrupados frecuen te
mente alrededor de gotas de lípidos. 

B. Cultivo de agregados de áreas cardiogénicas tridérmicas, utilizados como 
controles. 

En los ~ultivos controles se observó que las células cardiacas presentaban mayor 
grado de diferenciación que los cu ltivos sin endodermo. · 

A los 3-4 días de cultivo se observaron mioblastos con numerosas miofibril las, ge
neralmente alineadas. A los 5 días de cultivo es de destacar la mayor tendencia ª la 
0rdenación longitudina l de los miofilamentds interrumpidos a intervalos regu lares 
por var!as bandas Z, constituyendo ya miofibr°i llas a lineadas en una sola dirección Y 
con va~ios sarcómeros. Asimismo, se pueden observar bandas A, líneas 1 ~• en a lgunos 
casos, mcluso la formación de bandas H (Fig. 8). Se observan también discos inte rca
lares caracterizados por ofrecer una imagen ondulante e implicar anchas áreas _de 
membranas celulares a diferencia de Jo observado en fas fases iniciales de diferencia
ción, en que dichas formaciones afectaban a pequeños tramos de membrana Y su as
pecto era totalmente recto y uniforme. 

A la vista de los resultados obtenidos, parece evidente que en a usencia de endoder
mo, puede iniciarse la diferenciación cardiaca, como demuestra el hecho de haber ob-
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servado célu las con las caracte rísticas propias de los mioblastos cardiacos en los culti
vos s in endodermo. En este sentido. Le Douarin 14 señala que, la influencia del á rea 
cardiaca. no es especifi ca de esta hoja. ya que toda hoja epitelia l (ectodérmica o endo
dérmica) e incluso un film de colágeno que sustituya a dicho soporte epite lial , es ca
paz de orienta r la diferenciación del mesodermo precardiaco hacia la formación de un 
tubo cardiaco. 

Por otra parte hay que tener en cuenta que los cultivos controles presenta n un grado 
de dife renciació n mayor que los cultivos sin endodermo, caracterizado por la presen
c ia de numerosas mio fi brillas a lineadas en una sola dirección y con varios sa rcómeros. 

Estos hechos coinciden con los trabajos de Arias, García y Villar 2, los cuales anali
zando cult ivos de explantes observan c ierto grado de diferenciación del mesodermo 
precardiaco. en a use ncia de endodermo. 

Sin embargo. es de destacar. que a pesar de la diferenciación estructura l de las célu
las ca rd iacas. no se observa en los agregados la formación de tubos cardiacos típicos. 
Esto indica que la obtención de las características estructura les del tejido ca rdiaco no 
está ligada a la organización mo rfológica, ya que sin produci rse la formación de un 
tubo cardiaco, las célu las mesodérmicas precardiacas. son capaces de adquirir una di
feren ciación estructura l típica de los cardiomioci tos. Estos hechos, pueden estar rela
c ionados con la ausencia de endodermo en estos cultivos, que impediría a las células 
mesodérmicas rea lizar la emigración desde las áreas laterales. A lgunos auto res 5· 13

· 
26 

consideran necesaria la presencia del endodermo para la normal migración de las cé
lulas precardiacas. 

A la vista de los resultados obtenidos, podemos determinar que los procesos de dife
renciación cardiaca a nali zados en agregados de á reas card iogénicas, pueden iniciarse 
en a usencia de endodermo. Sin embargo. el grado de diferenciació n alcanzado. corres
ponde a estadios precoces del desarro llo. Ello. nos permite concluir que la hoja endo
dérmica es ind ispensable para que se complete la histogénesis cardiaca, existiendo po r 
tanto una influencia positiva de esta hoja blastodérmica sobre ta organ ización estruc
tural de los cardiomioci tos. 
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