Pontificia Universidad

JAVERIANA

Cali

Articulo original de investigacion

Estandarizacion de los periodos morfogenéticos de la
cardiogénesis de rata Wistar (Rattus norvegicus).

Standardization of the morphogenetic periods of the cardiogenesis

of Wistar rat (Rattus norvegicus).

Natalya Ramirez-Soto'?, Nicolas Laverde-Sudupe??, Freddy Moreno-Gomez>*

—_

. Estudiante de Enfermeria, Semillero de Inno-
vadores en Salud ISSEM.
2. Estudiante de Medicina, Semillero de Innova-
dores en Salud ISSEM.
3. Odontologo, Magister en Ciencias Biomédicas,
Doctor (¢) en Humanidades, Profesor Departa-
mento de Ciencias Basicas de la Salud.

a. Facultad de Ciencias de la Salud, Pontificia
Universidad Javeriana Cali (Colombia).

CORRESPONDENCIA

Natalya Ramirez Soto

ORCID ID https://orcid.org/0000-0001-6854-3560
Facultad de Ciencias de la Salud

Pontificia Universidad Javeriana Cali (Colombia).
E-mail: natalial 5@javerianacali.edu.co

CONFLICTO DE INTERESES

Los autores del articulo hacen constar que no
existe, de manera directa o indirecta, ningun
tipo de conflicto de intereses que pueda poner en
peligro la validez de lo comunicado.

RECIBIDO: 13 de marzo de 2021.
ACEPTADO: 29 de mayo de 2021.

RESUMEN

Objetivo: Describir los procesos morfogenéticos de la cardiogénesis de rata Wistar (Rattus norvegicus) de un
bioterio de Cali (Colombia). Materiales y métodos: Estudio observacional descriptivo de corte transversal
en el que se describieron los cuatro periodos morfogenéticos del desarrollo del corazon (campo cardidgénico,
tubo cardiaco, asa cardiaca y tabicacion y compartimentalizacion), a través de preparaciones histoquimicas
en hematoxilina-eosina, de 76 embriones obtenidos de 22 hembras (una para cada dia de gestacion) desde
el dia nueve de desarrollo intrauterino. Resultados: Se realizd una aproximacion comparativa entre los
estadios gestacionales en dias de la rata Wistar y las semanas de desarrollo del corazon en humanos, siendo
para el campo cardidgeno 3 y 9, para el tubo cardiaco 4 y 11, para el asa cardiaca 4 y 12 y para tabicacion y
compartimentalizacion 5 y 13, respectivamente, con algunas variaciones respecto a la literatura reportada.
Conclusiones: La identificacion de los procesos morfogenéticos de la cardiogénesis de rata Wistar (Rattus
norvegicus) de un bioterio de Cali, permitird establecer una linea de base espaciotemporal para el estudio
embrionario comparativo del desarrollo del corazon humano. La estandarizacion de los cuatro periodos de
la cardiogénesis en un biomodelo de rata Wistar permitira realizar estudios sobre la etiopatogénesis de las
anomalias congénitas cardiacas mediante embriologia comparada. La identificacion de la edad gestacional
en la que se dan los procesos morfogenéticos contribuye a la reduccion del niimero de muertes innecesarias
de biomodelos de rata Wistar en futuros estudios.

Palabras clave: Rata Wistar, embriologia, biologia del desarrollo, histologia, cardiogénesis, corazon.

ABSTRACT

Aim: To describe the morphogenetic cardiogenesis processes of the Wistar rat (Rattus norvegicus) in a vivarium
located in Cali (Colombia). Materials and methods: observational-descriptive study of cross-section where the
four morphogenetic processes of the heart development (cardiogenic field, cardiac tube, cardiac loop and septum
and compartmentalization) were described, through histochemical preparations in hematoxylin-eosin, of 76
embryos obtained from 22 females (one for each gestation day) from the ninth day of intrauterine development.
Results: A comparative approximation was carried out between the gestational stages of the Wistar rat in
days, and the weeks of heart development in humans, being 3 and 9 for the cardiogenic field, 4 and 11 for the
cardiac tube, 4 and 12 for the cardiac loop and 5 and 13 for the septum and compartmentalization respectively,
with a few variations due to reported literature. Conclusions: Identifying the morphogenetic processes of the
cardiogenesis of the Wistar rat (Rattus norvegicus) in a vivarium located in Cali will allow the establishment of a
space-time based line for the comparative embryonic study of the human heart development. The standardization
of the four cardiogenetic periods in a Wistar rat biomodel enables the investigators to perform studies about
the etiopathogenesis of congenital cardiac anomalies through comparative embryology. The identification of
the gestational age where the morphogenetic processes take place contributes to diminish the unnecessary
deaths of Wistar rat biomodels in future studies.
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INTRODUCCION

Los estudios de embriologia comparada en biomodelos murinos,
se han centrado en la descripcion de los procesos secuenciales que
incluyen la histogénesis (conformacion de tejidos embrionarios a
través de los procesos celulares de division, proliferacion, creci-
miento, diferenciacion, migracion y muerte celular programada),
la organogénesis (asociacion de los tejidos) y la morfogénesis
(integracion morfofuncional de los diferentes sistemas). Estos
eventos embrionarios y fetales pueden variar en el tiempo de
acuerdo a diferentes aspectos epigenéticos propios del medio
ambiente de los bioterios como la alimentacion, la temperatura,
la humedad y la altura sobre el nivel del mar, entre otros; todos
ellos con la capacidad de generar adaptaciones morfogenéticas
durante la gestacion producto del estrés metabodlico y del estrés
psicolégico generado a las hembras gestantes durante el desarrollo
de los diferentes experimentos.!

En la literatura se puede encontrar la descripcion de diferentes
eventos de la cardiogénesis (campo cardidgeno, tubo cardiaco, asa
cardiaca y tabicacion y compartimentalizacion) en rata Wistar.?
Sin embargo, se hace necesario —de acuerdo a lo manifestado
anteriormente— que cada bioterio estandarice su biomodelo desde
el punto de la biologia del desarrollo, que funcionara como un
referente estandarizado. El cual posteriormente sera extrapolado
al desarrollo humano para ser empleado en el estudio de la etio-
patogénesis de anomalias congénitas cardiacas.

En los seres humanos, la cardiogénesis se ha descrito a partir de
cuatro fases sucedaneas que implican:

1. Laformacion de un campo cardidgeno a partir de la migracion
de las células progenitoras desde la linea primitiva del epi-
blasto hacia la hoja esplacnica del mesodermo intraembrio-
nario lateral para conformar el primer campo cardiégeno, los
cuales recibiran una oleada migratoria de células progenitoras
cardiacas pluripotenciales, desde el mesodermo faringeo,
para constituir el tracto de salida anterior y el segundo campo
cardidgeno.

2. Ladiferenciacion de los dos cordones angioblasticos en cada
campo cardidogeno que dan paso a los dos tubos cardiacos, que
se encuentran constituidos por el endocardio y el miocardio,
ademas de un recubrimiento externo de células mesoteliales
(epicardio).

3. La conformacién de un tnico tubo cardiaco central, tras la
fusion de los dos tubos cardiacos laterales, el cual se curva
hacia la derecha para conformar el asa cardiaca, mientras se
incorpora a la cavidad pericardica por delante del intestino
primitivo anterior y por debajo de la membrana bucofaringea.
En este proceso, se empiezan a diferenciar el tronco arterioso,
el bulbo cardiaco, el seno venoso, el ventriculo primitivo
y el atrio primitivo, estos ultimos conectados por el canal

atrioventricular del septo atrioventricular.

4. El proceso de tabicacion y compartimentalizacion, a partir
de la proliferacion de los tabiques primarios y secundarios
que separan el atrio en derecho e izquierdo y del septo inter-
ventricular que separa el ventriculo derecho del izquierdo.>”

Por otro lado, la utilizacion de los biomodelos murinos, espe-
cificamente de la rata Wistar (Rattus norvegicus), en estudios
experimentales de embriologia comparada, ha venido creciendo
en los ultimos 100 afos. Su tiempo de gestacion corto (ademas
de su alta capacidad de proliferacion y adaptacion a la vida en
los bioterios), y la similitud de procesos bioquimicos con los
seres humanos, ha favorecido su uso en investigacion sobre la
morfogénesis cardiaca, asociado a la alta tasa de correspondencia
espacial (desarrollo morfoldogico y funcional) y temporal (dias,
semanas y meses de desarrollo) entre el biomodelo murino y los
seres humanos.'

Es por ello, que el objetivo de este estudio fue describir los pro-
cesos morfogenéticos de la cardiogénesis de rata Wistar (Rattus
norvegicus) de un bioterio de Cali (Colombia) para estandarizar
y conocer el proceso reproductivo del biomodelo (tiempos de
desarrollo de los cuatro periodos morfogenéticos de la cardio-
génesis), con el proposito final de estandarizar el estudio de
anomalias congénitas cardiacas, evitar al maximo las muertes
innecesarias y garantizar el respeto por los derechos del animal
bajo principios éticos.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo de corte transver-
sal que describid los procesos morfogenéticos de la cardiogénesis
de rata la Wistar (Rattus norvegicus) para correlacionar el com-
portamiento del tiempo de gestacion y el desarrollo embrionario
del corazén (campo cardidgeno, tubo cardiaco, asa cardiaca y
tabicacion y compartimentalizacion), a través de preparaciones
histoquimicas con hematoxilina eosina de 76 embriones obtenidos
de 22 hembras (una para cada dia de gestacion) desde el dia nueve
de desarrollo intrauterino.

Este estudio hace parte del proyecto de investigacion “Atlas
histologico del desarrollo embrionario —estadios de Witschi— de
la rata albina Wistar (Rattus norvegicus)”, avalado por el Comité
Institucional de Etica para el Cuidado y Uso de Animales en Ex-
perimentacion de la Universidad ICEST ~CIECUAE- (registro
CIECUAE-029/2013), y cuya muestra fue obtenida y manejada
en el bioterio de la Universidad ICESI. Una vez confirmado el
estado de prefiez y pasadas 24 horas, el primer biomodelo fue
eutanizado. De alli en adelante, cada 24 horas, se eutanizd un
biomodelo de acuerdo a la correspondencia con el dia de gestacion
hasta completar los 22 biomodelos equivalentes a los 22 dias de
gestacion. Cabe anotar que durante todo el tiempo que durd el
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trabajo de campo, fueron atendidas las normas cientificas, técnicas
y administrativas para la investigacion en salud del Ministerio de
la Proteccion Social de Colombia, ademas del Estatuto Nacional
de Proteccion de los Animales para el cuidado de animales de
experimentacion. Los biomodelos en todo momento tuvieron el
libre suministro de agua limpia y alimento (Rodentina® Purina®),
la eliminacion adecuada de excretas, un ciclo de luz y oscuridad
de 12 horas respectivamente, una temperatura entre 20°C y 24°C
y unas condiciones de humedad del 55%-65%. Los biomodelos,
se mantuvieron todo el tiempo en jaulas individuales de poli-
carbonato dentro del bioterio, fueron vacunados y recibieron la
atencion médica veterinaria de rutina.

Las hembras fueron eutanizadas mediante sedacion profunda con
anestesia inhalatoria de Isofluorano al 100% (Isoflurano USP®
Baxter®) mediante vaporizador a concentracion alveolar media
1,5% como dosis de induccion y 1,0% como dosis de manteni-
miento. Posteriormente se aplico una dosis letal de pentobarbital
sodico (Penthal® INVET®) 20 mg/100 gr de peso corporal en
el cuadrante inferior derecho del abdomen a través de la piel
con la precaucion de no punzar el intestino, la vejiga o el utero
gestante. Una vez eutanizadas las hembras y comprobado el cese
de latido cardiaco, se procedio a extraer el ttero bicornio de la
cavidad abdominal, para lo cual se levanto la piel de la parte baja
del torax con una pinza, se secciondé la piel y la musculatura en
una sola intencién con una tijera de tal forma que quedoé un corte
en forma de V. Se levanto el colgajo por encima del diafragma
para exponer completamente la cavidad abdominal y se sujeto el
animal arqueando la regioén dorsal para proyectar los 6rganos y
extraer los dos cuernos uterinos y los ovarios —fijados al extremo
distal de los cuernos uterinos— con un corte a nivel del cérvix y
la parte superior de la vagina.

Una vez obtenidos los cuernos uterinos, los embriones y sus
respectivas placentas fueron extraidos uno a uno de la cavidad
uterina. Las carcasas de las hembras fueron desechadas de acuer-
do a las normas de bioseguridad y manejo de material biologico
anatomopatologico; los embriones fueron dispuestos de forma
individual en una solucion de formol buferado (100 ml de formol
al 37%, 900 ml de agua destilada, 0,4 ml de sodio-fosfato mo-
nobasico y 0,65 ml de sodio-fosfato dibasico) para su fijacion.?

Las muestras de los embriones, debidamente rotulados, fueron
enviadas a un laboratorio para su procesamiento histologico y
obtener de esta manera 21 preparaciones histoquimicas; proce-
sadas con hematoxilina-eosina de diferentes cortes inespecificos
coronales, sagitales y transversales del esquema corporal de los
embriones: las preparaciones fueron observadas, analizadas y
fotografiadas en un microscopio optico de luz a diferentes au-
mentos. Se incluyeron las preparaciones que correspondian a
embriones desde el dia 9 hasta el dia 22 de desarrollo, de acuerdo
a la literatura reportada (Tabla 1).

32  Salutem Scientia Spiritus

Tabla 1. Numero de embriones por cada dia de desarrollo

Dia de desarrollo Numero de embriones

S 2
10 2
11 7
12 2
13 12
14 2
15 4
16 12
17 3
18 2
19 6
20 7
21 10
22 12
RESULTADOS

De los 76 embriones obtenidos en la investigacion, se trabajo con
los cortes coronales de las preparaciones histoquimicas corres-
pondientes a los embriones de los dias 11 (tres preparaciones),
13 (cinco preparaciones), 15 (dos preparaciones) y 16 (cuatro
preparaciones) en los que se pudieron identificar los cuatros
periodos morfogenéticos por los que pasa el corazoén durante su
desarrollo. En los embriones del dia 10 no se observaron cambios
histologicos significativos respecto al dia 11.

Tras las descripciones del desarrollo embrionario de ratones,
de ratas y de humanos, llevadas a cabo por Witschi,’ Theiler!'®
y el Instituto Carnegie'' respectivamente, los estudios de em-
briologia comparada han podido correlacionar las diferentes
etapas embrionarias desde la implantacion del blastocisto hasta
la organogénesis; lo que ha permitido la conversion de dias
gestacionales (raton y rata) a semanas gestacionales (humanos).
Para el caso de la cardiogénesis, los procesos morfogenéticos son
bastante similares y han podido ser homologados por diferentes
estudios;'>!3 precisamente, los resultados de este estudio seran
discutidos con la revision de la literatura de Nufez-Patifio et al,?
la cual tuvo como objetivo la descripcion del estado del arte de
la cardiogénesis en biomodelos de rata Wistar para establecer un
paralelo con la formacion de las estructuras cardiacas durante la
cardiogénesis humana (Tabla 2).

En la Figura 1 se observa un embrién de 11 dias de desarrollo,
cuya preparacion histoquimica a una magnificacion de 4X permite
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Tabla 2. Cardiogénesis comparada*

Periodos Dias rata Wistar (literatura) Semana ser humano (literatura) Dias rata Wistar (este estudio)
Campo cardiégeno 9 B -
Tubo cardiaco 11 4 11-12
Asa cardiaca 12 4 12-13
Tabicacion 13 5 14-15
Corazon morfofuncional 14 6 16-22

*Nunez-Patifo et al2

identificar la histogénesis de la pared cardiaca del tubo cardiaco.
No fue posible identificar el periodo de campo cardidgeno a
través de cortes generales e inespecificos en las preparaciones
correspondientes a los embriones de 9 y 10 dias de desarrollo.
En la Figura 2, se observa un embrion de 12 dias de desarrollo
cuya preparacion histoquimica a una magnificacion de 4X permite
identificar la histogénesis de la pared cardiaca y la luz de lo que
sera la futura cavidad cardiaca del tubo cardiaco. En la Figura 3
se observa un embrion de 13 dias de desarrollo cuya preparacion
histoquimica a una magnificaciéon de 4X permite identificar la
histogénesis de la pared cardiaca y las luces de los que seran el
atrio y el ventriculo primitivos del asa cardiaca. En la Figura 4
se observa un embrion de 15 dias de desarrollo cuya preparacion
histoquimica a un aumento de 4X permite identificar la pared
cardiaca, los dos ventriculos, el septo ventricular del corazén en
proceso de cavitacion y compartimentalizacion. En la Figura 5
se observa un embrion de 16 dias de desarrollo cuya preparacion
histoquimica a 4X permite identificar la pared cardiaca, los dos
ventriculos y el septo ventricular del corazén funcional.

DISCUSION

Tal como se menciono, el desarrollo embrionario del corazon o
cardiogénesis consiste en un proceso descrito a partir de cuatro
periodos: La diferenciacion del campo cardidgeno, la conforma-
cion de dos tubos cardiacos, la configuracion del asa cardiaca
y la tabicacion y compartimentalizacion del corazén funcional.

En los seres humanos, debido al aumento de tamafio del cuerpo,
la necesidad de obtener mayor cantidad de nutrientes y oxigeno y
de eliminar desechos metabdlicos y gas carbonico, aumenta desde
finales de la segunda semana, lo cual demanda la constitucién
morfofuncional de un sistema circulatorio desde mediados de la
tercera semana y el funcionamiento del corazon a inicios de la
cuarta. El primordio del corazén empieza a formarse al inicio de
la tercera semana de desarrollo en la hoja esplacnica del meso-
dermo intraembrionario lateral. Ahi, dos campos cardiégenos, a
lado y lado de la linea media en una vista dorsal, se forman por
proliferacién y acumulacion de células mesodérmicas, las cua-

les se fusionan para constituir dos cordones angioblasticos, uno
por cada campo. Posteriormente, estos cordones angioblasticos
se canalizan en la medida que se constituye un endotelio muy
delgado.>¢

De acuerdo a la literatura y para el caso de la rata Wistar, el co-
razén se empieza a formar en el dia 9 con la conformacion del
primer campo cardiégeno a partir de la migracion de las células
cardiacas progenitoras desde la linea primitiva del epiblasto hacia
la hoja esplacnica del mesodermo intraembrionario, y del segundo
campo cardidgeno a partir de la migracion de las células proge-
nitoras cardiacas pluripotenciales desde el mesodermo faringeo,
las cuales, dada su capacidad pluripotencial, originan todos los
linajes de células cardiacas.'" Una vez diferenciados, la induc-
cion mediante sefiales de Bmp2, Bmp4 y Fgf ante la ausencia de
sefales de transduccion Wnt3 y Wnt8 (inhibidas por crescent y
cerberus) provenientes desde el endodermo subyacente, provoca
que las células cardiacas progenitoras se diferencien a mioblastos
cardiacos y las células endocardicas en angioblastos en la medida
que los dos campos morfogenéticos se expanden de forma simé-
trica a lo largo de la linea media del embrion. Los angioblastos
proliferan y coalescen para formar cumulos celulares aislados o
angioquistes, los cuales se cavitan y fusionan para conformar dos
tubos revestidos de endotelio y rodeados por mioblastos que son
denominados cordones angioblasticos o primordios cardiacos (a
lado y lado de la linea media), y cuyos extremos se conectan con
vasos sanguineos del cuerpo del embrion a través de una entrada
posterior o polo venoso y una salida anterior o polo arterioso.
Todo este proceso, desde la diferenciacion celular en los campos
cardidgenos, se encuentra regulado por factores de transcripcion
pertenecientes a las familias Nkx2.5 (responsable inicial de la
cardiogénesis inducido por las proteinas Bmp y Fgf), ASXL1y
2, GATA4, Hand1, Hand2, T-box y MEF2.'5-7

En este estudio no fue posible identificar la conformacion de los
campos cardidgenos y de los cordones angioblasticos debido a la
técnica histoquimica empleada y a los cortes inespecificos de los
embriones. De esta forma, solo fue posible identificar la presencia
del tubo cardiaco en las preparaciones de los embriones del dia
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Figura 1. A. Fotografia de embridn de rata Wistar de 12 dias de
desarrollo intrauterino. B. Preparacion histoquimica procesada
con hematoxilina-eosina a 1X en la que se observa un corte co-
ronal anterior en un plano frontal. C. Preparacion histoquimica en
hematoxilina-eosina a 4X en la que se observa la pared cardiaca
del tubo cardiaco temprano. Fuente: Autores.

Figura 2. A. Fotografia de embrion de rata Wistar de 12 dias de de-
sarrollo intrauterino. B. Preparacion histoquimica en hematoxilina-
eosina a 1X en la que se observa un corte coronal anterior en un
plano frontal. C. Preparacion histoquimica en hematoxilina-eosina
a 4X en la que se observa la pared cardiaca del tubo cardiaco
tardio . Fuente: Autores.

Figura 3. A. Fotografia de embrion de rata Wistar de 13 dias de de-
sarrollo intrauterino. B. Preparacion histoquimica en hematoxilina-
eosina a 1X en la que se observa un corte coronal anterior en un
plano frontal. C. Preparacion histoquimica en hematoxilina-eosina
a 4X en la que se observa la pared cardiaca del asa cardiaca.
Fuente: Autores.

Figura 5. A. Fotografia de embrion de rata Wistar de 16 dias de de-
sarrollo intrauterino. B. Preparacion histoquimica en hematoxilina-
eosina a 1X en la que se observa un corte coronal anterior en un
plano frontal. C. Preparacién histoquimica en hematoxilina-eosina
a4Xen laque se observa la pared cardiaca del corazén funcional
(tabicado y compartimentalizado). Fuente: Autores.

11 y 12 de gestacion, lo cual se corresponde con el dia 11 para
rata Wistar y la semana 4 para seres humanos, de acuerdo a lo
reportado en la literatura.’
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Figura 4. A. Fotografia de embridn de rata Wistar de 15 dias de
desarrollo intrauterino. B. Preparacioén histoquimica en hematoxi-
lina-eosina a 1X en la que se observa un corte coronal anterior
en un plano frontal. C. Preparacion histoquimica en hematoxilina-
eosina a 4X en la que se observa la pared cardiaca del corazon.
Fuente: Autores.

Ya en la cuarta semana de desarrollo ocurren el segundo y el tercer
periodo de la cardiogénesis. Una vez conformados los cordones
angioblasticos o tubos cardiacos endoteliales y con el plegamiento
lateral del embrion, los mismos se fusionan en la linea media en el
extremo cefalico para extenderse en sentido caudal. En la medida
que se van fusionando, del mesodermo intraembrionario esplac-
nico externo se diferencia el miocardio primitivo y del interno el
endotelio, separados por un tejido conectivo laxo rico en acido
hialurénico denominado gelatina cardiaca. El miocardio primitivo
dara origen a la tinica media o muscular y el endotelio a la tunica
intima o endocardio. El pericardio visceral o epicardio, se forma
desde células mesoteliales derivadas de la superficie externa del
seno venoso cuando el corazon entra en la cavidad pericardica
con el plegamiento céfalocaudal del embrion, con lo que queda
constituida la pared cardiaca del tubo cardiaco que presenta cinco
dilataciones: el tronco arterioso, el bulbo cardiaco, el ventriculo
primitivo, el atrio primitivo y el seno venoso.*¢

En la rata Wistar, los dos cordones angioblasticos se fusionan
para formar el tubo cardiaco en el dia 11, el cual se encuentra
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constituido por un revestimiento interno (endocardio), una pared
de musculo estriado cardiaco y gelatina cardiaca (miocardio), y
un recubrimiento externo de células mesoteliales (epicardio). Este
proceso de fusion y conformacion del tubo cardiaco se encuentra
regulado tanto por la expresion de los factores de transcripcion
Nkx2.5, GATA4 y MEF2 como la modificacion epigenética es-
pecifica de ciertas histonas (H3K4mel o H3K4me3) al promover
la expresion de dichos genes, los cuales median los cambios
morfogenéticos esenciales de este periodo. El tubo cardiaco, por
su entrada posterior o polo venoso, se alarga en sentido cefalo-
caudal para desarrollar el tronco arterioso, el bulbo cardiaco, el
ventriculo primitivo, el atrio primitivo y el seno venoso; mientras
por su salida anterior o polo arterioso se organiza cefalicamente el
tronco arterioso que, junto con el bulbo cardiaco, el denominado
conotronco o bulbo arterial del corazon.'®?? Es en este preciso
momento en el que las células de la cresta neural, provenientes
del romboencéfalo (rombdmeros 6 y 8), a la altura de los tres
primeros pares de somitas y a través del tercero, cuarto y sexto
par de arcos faringeos, migran por la pared cardiaca para parti-
cipar mas adelante en la tabicacion y compartimentalizacion del
corazon funcional mediante la diferenciacion de los tabiques o
septos, la remodelacion de las valvulas cardiacas y la constitu-
cion del conotronco, el cual dara origen, desde el tracto de salida
ventricular, al tronco pulmonar y a la aorta.?

En los biomodelos de ratas Wistar de este estudio se evidencio
que el tubo cardiaco estaba constituido entre los dias 11 y 12 de
desarrollo, de tal forma que puede apreciarse en dicha estructura,
seccionada transversalmente, la presencia de las tres tunicas que
constituyen el corazon en este periodo: desde la cavidad cardiaca
hacia la cavidad pericardica, el endocardio, el miocardio y el
epicardio o pericardio seroso visceral. En el ser humano, estos
mismo se puede apreciar durante la cuarta semana de desarrollo
embrionario luego del plegamiento lateral y cefalocaudal.?

Posteriormente, el tubo cardiaco cambia su configuracion pegan-
dose sobre si mismo (dado el rapido desarrollo del bulbo cardiaco
y el ventriculo primitivo) para dar paso a la asa cardiaca y para
invaginarse hacia la cavidad pericardica, momento en el que el
tronco arterioso se contintia con el arco aortico para dar origen a
los arcos adrticos hacia cefalico y con el seno venoso que recibe
a las venas umbilical (corion), vitelinas (saco vitelino) y cardinal
comun (embrion) hacia caudal.>¢

En rata Wistar se ha visto que, con la elongacion y morfodiferen-
ciacion de los diferentes segmentos del tubo cardiaco (asociado
a la expresion de Nkx2.5, MEF2 y acido retinoico), el mismo se
curva hacia la derecha, para conformar el asa cardiaca mientras
se incorpora en la cavidad pericardica por delante del intestino
primitivo anterior y por debajo de la membrana bucofaringea.
Durante este proceso, las células de la cresta neural inducen
la proliferacion del miocardio para dar paso a los cojinetes o

almohadillas endocardicas (proyecciones de la gelatina cardiaca
revestida de endocardio), que al confrontarse contralateralmente
conforman el septo y el canal atrioventricular que separa el atrio
primitivo del ventriculo primitivo. Todo este proceso del paso
de tubo cardiaco a asa cardiaca en el dia 12 del desarrollo en la
rata Wistar, se encuentra regulado por Nkx2.5, GATA4 y MEF2,
que inducen los factores reguladores morfogenéticos caderina N,
Hand1 y Hand2 (los cuales son expresados para la diferenciacion
de los ventriculos), Pitx2 (factor de transcripcion responsable de
la lateralidad izquierda) y Xinl.!%-21.25-27

En los embriones observados en este estudio se comprobo, me-
diante un corte transversal del corazén, la configuracion del asa
cardiaca en embriones del dia 13 de desarrollo, en los que se pudo
apreciar dos luces (separadas por un septo o tabique continuo)
compatibles con la cavidad cardiaca del tubo cardiaco plegado,
ademas de las tres tinicas cardiacas bien diferenciadas. De forma
comparada, estos procesos, en los seres humanos, ocurren finali-
zando la cuarta semana.’

Finalmente, plegado el corazon, el mismo pasara por un proceso
de tabicacion y compartimentalizacion, con lo que el corazéon
funcional quedara morfolégicamente constituido. A la mitad de
la cuarta semana el atrio primitivo y el ventriculo primitivo se
encontraran separados por el septo o tabique atrioventricular,
cuyos cojinetes endocardicos dorsal y ventral circunscriben
el canal atrioventricular que conecta ambas cavidades. Poste-
riormente, a lo largo de la quinta semana, con la migracion de
células mesenquimaticas y la configuracion de los atrios derecho
e izquierdo en paralelo a los ventriculos derecho e izquierdo, el
septo atrioventricular sera dividido para dar origen a los canales
atrioventriculares derecho ¢ izquierdo, en donde los extremos
de los cojinetes seran remodelados para configurar las valvulas
cardiacas mitral y tricuspide respectivamente. En este sentido, la
division del atrio primitivo para dar paso a los atrios derecho e
izquierdo, ocurre al finalizar la cuarta semana a expensas del septo
o tabique interatrial, el cual sufre todo un proceso de remodelacion
que inicia con la proliferacion en sentido cefalocaudal del primer
tabique dividiendo el atrio primitivo parcialmente, de tal forma.
que en su extremo caudal, al no unirse al septo atrioventricular, se
forma el primer agujero que conecta los atrios derecho e izquierdo.
Por otro lado, en su extremo cefélico, el primer tabique se perfora
para conformar el segundo agujero en la medida que contintia
su proyeccion caudal hasta unirse con el septo atrioventricular
para cerrar el primer agujero. En este punto los dos atrios quedan
conectados a través del segundo agujero. Un segundo tabique se
desarrolla desde el mismo punto y en el mismo sentido que el
primer tabique, pero a su derecha, extendiéndose hacia la parte
media del septo atrioventricular sin unirse a ¢él, cambiando la
configuracion del segundo agujero, el cual pasa a llamarse agu-
jero o foramen oval. Para el caso del ventriculo primitivo, desde
la pared cardiaca mas caudal prolifera un cojinete cardiaco en
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sentido caudocefalico que se une al septo atrioventricular, para
configurar el septo interventricular que separa totalmente los
ventriculos derecho e izquierdo al final de la séptima semana.>

Para la rata Wistar, una vez constituida la fase de asa cardiaca y
separado el atrio primitivo del ventriculo primitivo, se ha observa-
do que en el dia 13 proliferan los tabiques primarios y secundarios
que separan el atrio en derecho ¢ izquierdo comunicados inicial-
mente por el foramen oval y prolifera el septo interventricular
que separa de forma definitiva el ventriculo derecho e izquierdo.
Una vez conformada el asa cardiaca, las células de la cresta neural
inducen genes efectores de la tabicacion que actuan en la gelatina
cardiaca y generan las cuatro cavidades cardiacas a partir de la
proliferacion y remodelacion de los cojinetes cardiacos mediante
las transiciones epiteliomesenquimaticas inducidas por el factor de
crecimiento transformante beta TGF- 1 y TGF- B2, las proteinas
morfogénicas de hueso BMP2A y BMP4, la proteina de dedo de
zinc slugy la cinasa tipo receptor de activina ChALK2, los cuales
a su vez estan reguladas por la presencia de la calreticulina en
el reticulo endoplasmatico para el control de calidad de dichas
proteinas y su posterior liberacion.!%-2125-28

Es importante manifestar que este periodo de tabicacion y com-
partimentalizacion de la cardiogenesis se encuentra regulado por
niveles altos de serotonina, la cual regula la histogénesis de los
tejidos cardiacos.? Por tanto, una madre gestante sometida a estrés
vera sus niveles de serotonina afectados, lo que se constituye en
un factor desencadenante de afectacion del desarrollo embrio-
nario y por lo tanto activacion de los mecanismos de muerte y
reabsorcion fetal.!

En este estudio, este proceso de tabicacion y compartimentaliza-
cion se pudo confirmar para rata la Wistar en los embriones de los
dias 14 y 15 de desarrollo. En las preparaciones histoquimicas,
se pueden identificar dos luces compatibles con los dos ventri-
culos, el septo interventricular y las tres tinicas completamente
diferenciadas.?® De igual forma, hacia la luz se identifica un
complejo sistema de haces musculares que, revestidos de endo-
telio, conforman las trabéculas carnosas que daran origen a los
musculos papilares y a las cuerdas tendinosas que se insertan en
las valvas de las valvulas atrio ventriculares mitral y trictispide.
En comparacion, en los seres humanos estos procesos ocurren en
la quinta semana para tener un corazoén completamente funcional
en la sexta semana de desarrollo.>*-3

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta la descripcion de los cortes inespecificos de
preparaciones histoquimicas con hematoxilina-eosina de embrio-
nes de rata Wistar y respecto a los dias de gestacion, se plantea una
tabla comparativa en la que se evidencia el desarrollo del corazon
en dias en rata la Wistar (segun la literatura), en semanas en seres
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humanos y en dias en rata Wistar (este estudio) para los periodos
de la cardiogénesis. Asi, se logro concluir que existe un patron
de extension de un dia en el biomodelo estudiado respecto a la
literatura, lo cual puede estar asociado a las condiciones ambien-
tales del bioterio, a las diferencias en la escala temporal y en la
expresion génica de cada especie, y a la carga de estrés a la que
se somete a los biomodelos, lo cual puede alterar las secuencias
espaciotemporales de la morfogénesis.

Se recomienda realizar cortes especificos para el estudio de la
cardiogénesis en rata la Wistar, que permitan profundizar en los
resultados descritos en este estudio y poder crear una linea de base,
a partir del biomodelo de este bioterio en particular, que permita
el estudio embrionario comparativo sobre la etiopatogénesis de
anomalias congénitas cardiacas en el contexto de la medicina
traslacional. En este sentido, la identificacion y estandarizacion de
la edad gestacional en la que ocurren los procesos morfogenéticos
(para el caso especifico de este estudio, de la cardiogenesis), se
contribuye a la reduccion del nimero de muertes (muchas veces
innecesarias) de biomodelos de rata Wistar en futuros estudios.
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