TESIS DOCTORAL

DESARROLLO DE LAS VALVULAS SEMILUNARES EN EL EMBRION

DE POLLO. PAPEL DE LOS FACTORES HEMODINAMICOS.

Presenta: Elvira Colvee Benlloch
Director: Prof., Dr. Juan Hurle Gonzalez
Departamento de Anatomia.

Facultad de Medicina. Santander.



AGRADECIMIENTOS.

;‘Mi agradecimiento en primer lugar al Prof. José
Luis Ojeda Sahagiin por su consejo, ayuda y esti-
mulo constante durante este importante periodo de
mi formacidn.,

- A M2 Teresa Berciano Blanco por los magnificos
dibujos que ilustran la presente tesis doctoral.

- A Pilar Elena Sanchez por su colaboracidn técnica

en las preparaciones de microscopia electrdnica

de transmisidn.



I NDICE

>

Pig
o= Introduccidn y planteamiento del‘problema.... 6
IX,~ Estado actual del problema ecesecssvcccessccns 12
‘ae~  Anatomia de las vAlvulas semilunares ssesesse 13
b.~ Morfogénesis de las vilvulas semilunares sse. 29
Cce~ Malformaciones de las vdlvulas semilunares .. 40

-~ ds=  Factores hemodindmicos y cardiogenésis eeecses 53
III.~ Material y métodOSeeesascescsosnssosscessosescs 97
IVe- Resultados seeeseeccncscescescecssccosscncssvee 115
Ve~ DisScuSiOn ceeseesecscssscsessccssssscccsssoses 153

VI~ Resumen y conclusionesS sessecevecssesscscscen 169

VIii,.- Bibliograf:{a C S PP LB OEPIN SN 0S 0PSO TON GBI INEEDS 176



I.~ INTRODUCCION 'Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.




El desarrollo de las vdlvulas semilunares tiene
lugar en asociacidn al proceso de tabicacidn de la
regién del tronco-cono del corazdn embrionario ( Kramer,
19423 Hurle, 1979 ) y tanto los cambios de forma y
posicidn de los esbozos valvulares, como su diferencia-
cidn histoldgica, han sido estudiados en diferentes
vertebrados ( Colvee y Hurle, 1981; Hurle, 1979; Hurle
y cols., 1980; Maron y Hutchins, 1974; Shaner, 1963;
Tonge, 1869 ). Sin embargo las causas que determinan

todos estos cambios permenecen desconocidas.

El conocimiento de las causas que determinan la
aparicidn y desarrollo de los diferentes componentes
del corazdn presenta el problema de que este Srgano
desde las primeras etapas de su formaciéq,comienza a
ejercer su papel funcional de bomba contractil, papel
funcional que ademds es imprescindible para la super-
vivencia del embridn. Este hecho crea dos aspectos
importantes a tener en cuenta cuando se pretende ana-
lizar los factores que determinan la forma de sus cdm-
ponentes. De un lado la manipulacidn experimental que
puede realizarse sobre el esbozo de la estructura a
estudiar es muy limitada, ya que traumatismos minimos
ejercitados sobre el corazdn émbrionario conducen en
la mayoria de los casos a la muerte del embridén. De
otro lado resulta muy evidente que la propia fuerza
fisica que el corazdn embrionario imprime a la sangre,

pueda actuar como mecanismo de "feed-back" sobre el



propio desarrollo cardiaco. Estos motivos hacen que en
el desarrollo de los diferentes elementos del corazdn
ademis de los diversos mecanismos morfogenéticos ge-
nerales, tales como crecimiento y muerte celular,
emigraciones celulares, interaciones tisulares etc.,
puedan también participar las fuerzas hemodinamicas,
las cuales presumiblemente actuan sobre los menciona-

dos mecanismos basicos o generales del desarrollo.

Desde los tiempos de Leonardo da Vinci ( McMurrich,
1930; Staz, 1982 ). se ha sugerido que el efecto meci-
nico del flujo sanguineo a través del corazdn puede
ser un importante factor determinante del desarrollo
valvular, y aunque aiin no existen suficientes bases
experimentales que sustenten dicha hipdtesis, en los
Ultimos aflos se han acumulado numerosos datos en su
favor. En este sentido resulta evidente que el endote-
lio de las paredes arteriales se organiza siguiendo
el patrén de la corriente sanguinea ( Flaherty y cols.,
19723 Reidy y Languille, 1980; Rhodin, 1980 ) y que
este hecho puede ser debido a un efecto de la corrien-
te sanguinea sobre el material extracelular subendote-
lial ( Buck, 1979; Jackman, 1982; Reidy y Schwartz,
1981 ). Por otro lado la alteracidén de las corrientes
sanguineas en el corazdn embrionario determina un gran
nimero de thalformaciones, especialmente de los procesos
de tabicacidn ( Clark y Rosenquist,1978; Clark y cols.,
1978; Gessner, 1978; Rychter, 1962; Rychter y Lemez,



1961).

En lo que se refiere a las vilvulas semilunares
hasta el momento no existen anidlisis experimentales
del efecto de la corriente sanguinea sobre su desarro-
1llo, pero un gran numero de malformaciones cardiacas
que conllevan una alteracidn del flujo sanguineo se
acoﬁpaﬁan de alteraciones de las vadlvulas semilunares
( Becker y cols., 19713 Moore y cols., 1980; Okada y
cols., 1969 ).

A pesar de todos estos hechos no se puede olvidar
el posible papel de otros mecanismos morfogenéticos en
el desarrolio valvular. En este sentido cabe sefialar
que durante la formacidén de los senos de Valsalva tie-
ne lugar, tanto en el embridn de pollo como en el de
ratén, la formacidn de un engrosamiento endotelial que
recuerda en gran medida a la cresta apical de las extre-
midades en desarrollo ( Hurle, 1979; Hurle y cols.,

1980 ). Este hecho hace que no se pueda descartar la
participacidén de un mecanismo de interaccidn epitelio-

» . .
mesénquima en la morfogénesis valvular.,

El conocimiento de las causas y mecanismos del
desarrollo de las vilvulas semilunares ofrece el inte-
» » .
rés, no solo de una posible comprensidén de las causas

que determinan sus malformaciones congénitas, sino que



pueden aportar datos muy valiosos que nos expliquen

la significacidn funcional de los diferentes componen-
tes estructurales de los velos valvulares, lo que tie-
ne una extraordinaria importancia a la hora de diseiiar
prétesis artificiales con el fin de realizar recambios
valvulares ( Clark y Finke, 1974; Deck y cols., 1978;
Sauren y cols., 1980; Thubrikar y cols., 1980 ).

Ante todo lo anteriormente expuesto, en la presen-
te Tesis Doctoral, nos hemos propuesto realizar un es-
tudio del desarrollo de las vilvulas semilunares del

embridén de pollo, segin el siguiente programa:

A.~ Desarrollo normal de los esbozos valvulares.-—

En un grupo de embriones hemos estudiado el de-
sarrollo normal de los velos valvulares empleando pa-
ra ello técnicas de microscopia dptica, microscopia
electrénica de transmisién y de barrido junto a téc-
nicas histoquimicas de deteccidn de actividad fosfata-
sa alcalina. El objetivo de este estudio ha sido de
un lado correlacionar los cambios morfoldgicos de los
esbozos valvulares con las modificaciones de su estru-
tura, y de otro lado tratar de detectar si durante la
. morfogenésis valvular tienen lugar cambios de la activi-
dad enzimitica celular, concretamente de las fosfatasas
alcalinas, caracteristicos de algunos procesos de in-

teraccidén epitelio-mesénquima ( Milaire, 1965 ).

10
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B.~ Estudio de las alteraciones morfoldgicas de las

vilvulas semilunares tras la modificacidén experi-

mental de las corrientes hemodindmicas.

Con el fin de detectar los posibles efectos de las
corrientes sanguineas sobre el desarrollo de los velos

valvulares hemos diseflado dos tipos de experimentos:

12,~ Supresidn de los factores hemodindmicos en el
desarrollo de las valvulas semilunares.- Con este pro-
pSsito hemos estudiado la evolucidn morfoldgica de los

esbozos valvulares cultivados en coriocoalantoides.

22,- Modificacidn experimental de las corrientes sangui-
neas que atraviesan la zona de asentamiento de los esbo-
‘zos valvulares.- Con este fin hemos inducido alteracio-
nes de la tabicacidn cardiaca, mediante la constriccidén
de la regidn del tronco-cono, siguiendo la técnica

de Rychter ( 1962 ) y de Gessner ( 1978 ), estudiando
posteriormente la evolucidn de los esbozos valvulares

mediante microscopia dptica y electrdénica de barrido.



IT.~ ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA



IT.a.— ANATOMIA DE LAS VALVULAS SEMILUNARES
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I.- MORFOLOGIA

Los orificios de salida de las arterias aorta y
pulmonar, presentan como sistema de cierre y apertura a
las vdlvulas semilunares o sigmoideas. Estas estdn forma-
das por tres repliegues membranosos suspendidos de la pa-
red de la arteria correspondiente, cada uno de estos re-
pliegues al aplicarse sobre la pared del vaso adopta la

forma de nido de golondrina.

Cada una de 1as.vélvu1as sigmoideas consiste en los
tres mencionados repliegues membranosos o valvas, y de
una amplia zona de insercidn en la pared de la arteria
denominada anillo adrtico o pulmonar, llamado también

annulus fibrosus o corona fibrosa ( Brewer y cols.,1976 ).

En cada una de las valvas pueden distinguirse dos
.caras y dos bordes; un borde édherente que se inserta en
el contorno de la luz del vaso , y un borde libre flotan-
do en la luz arterial. La cara ventricular, axil o convexa,
mira a la cavidad del vaso al estar la vilvula abierta, o
a la cavidad ventricular al cerrarse; la cara arterial,
parietal o cédncava, se corresponde con la pared de la ar-
teria al estar la vdlvula abierta, aplicandose sobre ella

en cada sistole ventricular.

El borde libre de cada valva, en su zona media,

presenta una zona fibrosa llamada nddulo de Arancio, en
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el caso de la aorta, o de Morgagni en el de la pulmonar.
Estos nddulos mis desarrollados en las sigmoideas adrti-
cas, corresponden a la zona del borde libre que sufre el
roce maximo en el movimiento de descenso del velo que
tiene lugar durante el cierre valvular. Su funcidn parece
ser que es establecer un contacto reciproco en la parte
media, haciendo mids hermética la oclusidn del vaso, asi
como impedir que los velos se deslicen entre si, actuan-

do a modo de dientes de sierra.-

A ambos lados dq los nddulos de Arancio y de Morgag-
ni el borde libre estd muy adelgazado y presenta el aspec-
to de semilunas, son las ldnulas de las sigmoideas. En es-
ta zona el tejido de la vilvula es translicido, presentan-
do por transparencia unas estrias paralelas al borde li-

bre.

La zona del anillo fibroso que corresponde a una
valva tiene forma de U abierta hacia arriba, en conse-
cuencia el anillo esta formado por tres U abiertas hacia
arriba; la zona mds alta de cada uno de estos arcos, don-
de las ltnulas de una valva se unen a las vecinas se de-.

nomina comisura.

Macroscdpicamente pueden observarse en las valvas,
. . . . ’
sobre todo adrticas, haces de fibras que originandose de
las comisuras y siguiendo una direccidn circunferencial,

corren paralelas al borde libre. En la zona central de
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cada valva estos haces se ramifican y forman una red de
finas fibras. Ademds de estas fibras comisurales, pueden
observarse otros haces de fibras perpendiculares a la 1li-
nea de insercidn de la valva, anclando la porcidn media

de la hojilla valvular a la pared arterial ( Sauren,1981 ).

Entre la cara parietal de las valvas y la pared de
la arteria se forman unas cavidades en fondo de saco, son
las bolsas valvulares o senos de Valsalva, de paredes li-
geramente mis gruesas que el resto de la arteria. Existen
pues, tres bolsas valvulares en cada orificio arterial.

En el caso de la aorta dos senos valvulares dan origen a
las arterias coronarias, que irrigan el corazdn; estos dos
senos, asi como las hojillas que los delimitan, se denomi-
nan seno, u hojilla derecho e izquierdo; el tercer seno

es el senoc no coronarioc»posﬁerior, la hojilla recibe la

misma denominacidn que el seno.( Silverman y Schlant,

1970 ).

En condiciones normales pueden existi® pequefios ori-
ficios en 1la zona libre de la valva, sin que ello signi-
fique una disfuncidn. Penther y cols. ( 1980 ) en un es-
tudio sobre 234 autopsias de corazones humanos, encuentran
fenestraciones de las valvulas semilunares en un 32% de
"los casos, estas fenestraciones se situan - preferentemen-

te, seglin Penther y cols., en la zona de cierre de la

valvula.
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Sauren ( 1981 ) ha sefialado la existencia de dos par-
tes funcionalmente diferentes en las valvas, la zona de
las lﬁnulés y el resto de la valva a la que denomina zo~
na de carga. Las lénulas al estar la vilvula cerrada ha-
cen contacto reciproco entre si sellando el tracto de sa-
lida del ventriculo, sin embargo la zona de carga no con-
tacta con esta porcidn de las valvas vecinas en ningin
momento del ciclo cardiaco ( Mercer, 1973 ). Este concep-
to funcional ha sido establecido por diferentes autores,
asi Thubrikar y cols. ( 1979 ) hablan de una zona de coap-
tacidn de las valvas, . que cbrreSponde a las ldnulas, y de
una de la valva sin contacto con las valwas vecinas, tér-
mino este también usado por Sauren y cols. ( 1980 ) .refe-~

rido a la zona de carga.

Thubrikar y cols. ( 1980 ) sefialan como la zona del
anillo fibroso de la vdlvula adrtica no es una zona inex-
pansible debido a que estd parcialmente compuesto por mio-
cardio ventricular, lo cual permite al anillo fibroso par-
ticipar en la dindmica valvular. Este hecho hace que du-
rante el ciclo cardiaco normal la zona de insercidn de
las hojillas modifique 'sus dimensiones de forma semejan-
te a los cambios que la geometria del ventriculo izquier-
do sufre durante el mismo ciclo. Asi, durante la apertura
‘de la vdlvula, la expansidn de la base a un perimetro
mdximo desplaza la zona de insercidn de las valvas hacia
fuera, la hojilla valvular puede de esta forma desplazar-

se hacia la pared arterial sin doblarse radialmente.
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Durante el cierre valvular la contraccidn de la base a su
‘minimo perimetro.desplaza las hojillas hacia la luz arte-
rial, reduciendo la distancia que han de recorrer para

cerrar el orificio arterial.

IT,~ ESTRUCTURA

~

A.~ Generalidades

Existen muy pocas referencias sobre las variaciones
en la estructura de las vadlvulas semilunares en los dife-
rentes animales de experimentacidn. Con la excepcidn de
los reptiles,en los cuales la vdlvula semilunar de la aor-
ta izquierda posee un nucleo de cartilago hialino (White,
1956 ),en general los velos ®rstan siempre de un esquele-
to conectivo, recubierto por un endotelio. Dentro del es-
queleto conectivo puede distinguirse claramente una zona
compacta, la lamina fibrosa, y por debajo de ella,en el
sector ventricular, ﬁna zona mas esponjosa denominada la

lamina esponjosa.

ESQUEMA I.- A. Fibrosa, B. Esponjosa, C. Anillo fibroso
: D, Miocardio ventricular, E. pericardio, E. aort

T
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Cada valva se inserta por su base en una estructu-
ra de tejido conectivo, mis o menos densa, denominada
anillo fibroso, que se continda con el miocardio forman-

do interdigitaciones.

Gross y Kugel ( 1931 ) denominan a la zona que in-
cluye a parte de la base de la valva asi como a la por-
cidn adyacente del anillo fibroso, como anillo valvular
( "ring" ). Desde el punto de vista estructural el ani-
1llo valvular contiene cierta cantidad de esponjosa,.lla—
mada esponjosa anular,-la cﬁal se continda con .la-espon-
josa de la hojilla valvular. Esta esponjosa anular se en-—
cuentra rodeada por la capa fibrosa, que desde el velo
valvular desciende hasta el miocardio, formando parte a
este nivel del componente fundamental del anillo fibroso

( Ver esquema I ).

El revestimiento endotelial de los velos valvulares
se denomina arterial o ventricular, segiin sea la cara de
la valva,pero en ambos casos se soporta sobre una lamina
de eldstica mi3s o menos prominente. En general, la elis-
_tica del lado del flujo ( cara ventricular ) es mis grue-

sa y extensa.

Aunque son pocos los estudios centrados en aspectos
estructurales de las vdlvulas, los datos existentes sugiec-
ren que, a pesar de su aparente simplicidad, las vilvulas

son elementos muy complejos que incluyen diferentes célu~
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las y componentes extracelulares, que les confieren
) . . N r . . .
propiedades funcionales dificiles de imitar mediante

prdétesis artificiales.

Desde el punto de vista de los elementos celulares,
en el tejido conectivo valvular ademis de fibroblastos
y fibrocitos, Bairati y cols. ( 1978 ) y Bairati y De
Biasi ( 1981 ) han sefialado la presencia de células mus-

culares lisas en el caso del cerdo.

Los fibroblastos son muy ricos en organelas de se-
crecidn,tales como reticulo endopldsmico rugoso y aparato
de Golgi. Poseen un nicleo grande de cromatina laxa, ¥y
ademds muchos de ellos presentan un delicado sistema fi-
brilar, cuya funcidn podria ser adaptarse a la tensidn

rd '3 ) . &
mecanica y de alguna manera controlar la secrecion celu-

lar ( Deck y cols., 1981 ).

Las células musculares lisas no estdn distribuidas
al azar, sino que adoptan una disposicidn constante si-
guiendo la direccidn de las fuerzas a las que esta some-
tida la vAlvula. Este hecho sugiere que el misculo liso
podria jugar un papel funcional. Gross y Kugel ( 1931 )
habian sefialado ya en la primera mitad del presente si-
'glo la posible existencia de misculo liso en las vdlvulas
humanas. En las aves, Hurlé ( 1979 ) ha descrito la pre-
sencia de una importante cantidad de fibras musculares

cardiacas, las cuales siguen una direccidén radial en el
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espesor de los velos valvulares. Este tejido muscular car-
diaco no estd presente en las fases embrionarias, sino que
va invadiendo el esbozo valvular en las etapas tardias

del desarrollo, lo que apoya la idea de una intervencidn
activa de los velos valvulares en la dindmica funcional,
én lugar del papel pasivo impuesto por los cambios hemo-
dindmicos admitido clisicamente. Esta idea de una interven-~
cidn activa de los velos en la dindmica valvular ha sido
sugerida recientemente por Ferndndez-Terdn y Hurle

( 1981 ) en el corazdn humano, en base a la forma de in~-
sercidn del tejido muscular'en los anillos arteriales.
Esta hipdtesis se ve también apoyada por la existencia de
abundantes terminaciones nerviosas en el tejido valvular.
La inervacidn de las vilvulas semilunares ha sido estu-
diada por Smith ( 1971 ) en diferentes mamiferos ( perro,
gato, conejo y cobaya ) y en todos ellos ha encontrado un
fino plexo nervioso que se ramifica en el tercio proximal
de los velos, siendo especialmente prominente a nivel de
las comisuras, sin embargo la significacidn funcional de

. .« -
esta inervacion es desconocida.

En cuanto a los materiales extracelulares, los compo--
nentes fundamentales descritos hasta el momento son fibras
eldsticas, coldgeno y mucopolisaciridos ( glicosaminogli-

canes, GAG ).

Las fibras coldgenas tienen unas caracteristicas uni-
formes en todo el espesor de las valvas. Desde el punto

de vista ultraestructural son fibrillas muy pequefias de
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500 a 700 A de diametro ( Deck y cols., 1981 ).

Dentro de los GAG se han descrito la presencia tan-
to de no: sulfatado ( 4cido hialurdnico ) como sulfatados
( condroitin 4 y 6 sulfato, dermatdn sulfate y heparin
sﬁlfato ).

La proporcidén relativa de los diferentes GAG muestra
variaciones tanto entre las especies como con la edad.
Murata ( 1981 ) en un estudio bioquimico sobre la compo-
sicidn de GAG en las vélvulés cardiacas humanas y la mo-~
dificacidn de este componente con la edad, sefiala como
los GAG no sulfatados ( 4cido hialurdnico ) representan
un 60% en edades comprendidas entre 30 a 39 afios del to-
tal de GAG, siendo a la misma edad un 39% la proporcidn
de GAG sulfatados; esta proporcidn se modifica con la -~
edad, y asi a los 60-69 afios la proporcidn de GAG no
sulfatados disminuye a un 52%, mientras los GAG sulfata-
dos aumentan su proporcidén a estas mismas edades a un
47% del total de GAG. Esta dismunucidn de GAG con la
edad, posiblemente esté relacionada con la perdida glo-
bal de agua que se produce con el envejecimiento de los
tejidos. Colvée y Hurlé ( 1981 ) en un estudio histoqui-
mico acerca de la maduracidn en el ratdn del material
extracelular del tejido valvular en embriones, fetos y
animales adultos, sefialan como los principales GAG de las
vdlvulas durante el periodo embrionario y fetal son
el acido hialurdnico ( GAG ng‘sulfatado } v el condroi-

tin 4 y 6 sulfato ( GAGs sulfatados ) . Al avanzar el de-
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sarrollo la cantidad de dcido hialurdnico disminuye,
aumentando la totalidad de condroitin sulfato. Figura

y cols. ( 1973 ) en vdlvulas cardiacas bovinas y usando
métodos bioquimicos han encontrado que los GAG sulfatados
representan una proporcidn mayor ( 59% ) que los GAG no

éulfatados ( 41% ).

Los elementos extracelulares del tejido conectivo
valvular se encuentran sometidos a una constante renova-
cién ( Schneider, 1979; Van der Kamp y Nauta,1979 ),
pero ademas dicha renovaciéh es diferente entre la valva
y el anillo fibroso, pues mientras este muestra un rdpi-
do metabolismo de los mucopolisacdridos y lento de coli-
geno, en el tejido de la valva ocurre justamente lo con-
trario, lo cual sugiere una-édaptacién funcional diferen-
te de las dos estructuras, debido a la diferente carga
mecdnica a la que estdn sometidas ( Schneider, 1979 ).
Esta adaptacidén funcional actuaria modulando la actividad
secretora de las células mis que estimulando la prolife-
racidén de fibroblastos, ya que no existen diferencias
entre el indice de replicacidn celular de las valvas y
el anillo fibroso ( Schneider y Deck, 1981a ). Existe,
sin embargo, la posibilidad de que las diferencias de
renovacidn del material extracelular dependan de la-
'estrgctura de las valvulas mis que de factores hemodini-
micos, ya que cuando se transplantan las valvulas a uh
medio de cultivo, el patrdn de sintesis se mantiene idén-

tico ( Schneider y Deck, 1981b ).
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'En la siguiente descripcidén detallada haremos espe-
cial reforencia a la vdlvula humana por ser la mejor des-
crita. ( Gross y Kugel, 1931; Clark y Finke, 1974; Missir-
lis y Armeniades, 1977; Sauren y cols., 1980; Sauren,

1981 ).

B.~ Vilvula Sigmoidea Adrtica

En general, la particularidad de la vdlvula adr-
tica es que las diferentes capas estdn mds desarrolladas,

al igual que los nddulos de Arancio.

La capa fibroeldstica ventricular da soporte al en-
dotelio, el cual estd formado por células aplanadas. Des-~
de el punto de vista estructural posee fibras coligenas
mezcladas con fibras elasticas, las cuales poseen una
direccidn preferentemente radial ( Bairati y De Biasi,
1981 ). La capa se encuentra engrosada en la zona de cie-
rre. Bairati y De Biasi ( 1981 ) han descrito la presencia
de misculo liso-en esta zona ventricular, ademis de fi-
broblastos y células mononucleares de escaso citoplasma.

- La celularidad de esta capa decrece con la edad.

A continuacidn de la.capa anterior se situa la capa
esponjosa. En el adulto de 20-30 afios consiste en una ban-
da de tejido conectivo muy laxo, compuesto fundamentalmen-
te de fibras coldgenas de tamafio medio y orientadas tanto

radial como longitudinalmente ( Bairati y De Biasi, 1981;

~

by
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Clark y Finke, 1974 ). La esponjosa se extiende desde el
anillo ( Gross y Kugel, 1931 ) hasta una altura variable
del vertice de la valva; asi podemos distinguir una espon-
josa anular y otra esponjosa en el velo valvular, La espon-
josa anular presenta un aspecto triangular al corte radial,
limitado. caudalmente por el anillo fibroso, cranealmen-

te por la fibrosa y hacia la cara ventricular por la capa

ventricular de la valva.

Entremezclados 'en el tejido conectivo de la espon-
josa pueden observarse, aparte de escasos fibroblastos y
otras células mononucleares, unas delicadas fibrillas elés-
ticas, las cuales en un extremo se continuan con aquellas
provinientes de la capa ventricular, y en el otro con

las fibras eldsticas de la fibrosa.

La capa fibrosa, como ya hemos dicho anteriormente,
constituye el esqueleto central de la vdlvula. Estd cons-
tituida fundamentalmente por haces de coligeno dispuestos
circunferencialmente, los cuales aumentan de grosor al
'acercarse a la capa arterial ( Clark y Finke, 1974 ). Se
han encontrado fibras elisticas muy delicadas, asi como
células mononucleares de nicleo denso, que al microscopio
electrdnico se pueden identificar como fibroblastos. La
fibrosa alcanza el vertice de la valva, en muchos casos
sin embargo, en la cara arterial del vertice, la fibrosa
se convierte en una capa muy laxa, a veces mixomatosa,
estructura por otra parte dehcaracteriSticas muy semejan-—
tes a la esponjosa. La capa fibrosa estd mds o menos

bruscamente delimitada por la esponjosa en su cara ventri-
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cular y por la capa arterial en su cara arterial. Recientes
estudios con microscopia electrdnica de barrido, muestran
que en ella se pueden distinguir a su vez varias capas

( Missirlis y Armeniades, 1977 ).

La capa arterial puede considerarse como una continua-
cidn de las fibras elésticas mds superficiales subyacentes
a la intima de la aorta. Estas fibras ascienden por las
valvas como una delicada capa eldstica revestida por célu-
las endoteliales, y separada de la fibrosa por una canti-
dad escasa de tejido conectivo, formado por delgadas 1ami-
nas elisticas y células mononucleares de escaso citoplasma

y ndcleo oscuro. .

- Normalmente y en individuos jévenes las células endo-
teliales asientan directamente sobre esta capa eldstica.
La elastica de esta capa es mds fragil que la correspon-

diente a la elistica ventricular.

La capa arterial contiene haces de coligeno orientados
circunferencialmente, los cuales forman los pliegues visi-
. bles macroscdpicamente y paralelos al borde libre de la

vidlvula ( Bairati y De Biasi; 1981 ).

La zona central de las valvas en la proximidad del
borde libre tiene una estructuracidén especial formandose
el nddulo de Arancio; su estructura ha sido descrita en el

perro ( Deck y cols., 1978 ) y consiste en un actmulo de

A
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tejido conectivo fibroso rodeado por un tejido laxo, a
éxcepcign de la parte superior prdéxima al borde libre.

En esta zona el tejido es denso y contiene abundante:
coligeno y células ricas en filamentos, posiblemente
misculo liso. En el nicleo fibroso del nddulo también
aparecen células ricas en filamentos, pero no asi en el
tejido laxo que rodea al nddulo. Esta especial disposicidn
de células, posiblemente contriactiles, sugiere que puedan

jugar un papel activo en el cierre de las valvulas.

Clark y Finke ( 1974 ) estudiando con microscopio
electrdnico de barrido vdlvulas adrticas humanas en con-
diciones de tensidn y reiajacién, observan como las dife-
rencias entre las superficies valvulares se acentuan bajo
estas diferentes condiciones. La cara adrtica de la vilvu-
la presenta una superficie rugosa con estriaciones en sen-
tido longitudinal, perpéndicular al sentido del flujo,
mientras que el aspecto ventricular es mucho mds liso y
en su superficie se observan finas estriaciones de di~-
reccidn. radial, paralelas al sentido del flujo. La orien-
tacidén diferente de estas estriaciones parece estar deter-
‘minada por la direccidn de las fibras de tejido conectivo
que constituyen cada uno de los aspectos de las vilvulas.
Asi mismo, Clark y Finke ( 1974 ) sefialan como el endote-
lio de ambas superficies adrticas se encuentra orientado

en el sentido de la corriente sanguinea.



C.- Valvula Sigmoidea Pulmonar

Las diferencias histoldgicas entre las vilvulas pul-
monares y adrticas son mucho menos manifiestas que las
topogrificas. En las pulmonares, en general, las capas
son mds delicadas, la capa ventricular y arterial son
mis delgadas, lo cual por contraste pucde hacer mids pro-

minente la fibrosa.

En las valvas pulmonares la separacidon entrc la fi-
brosa y la esponjosa es a menudo menos manifiesta que en
las adrticas. Las interdigitaciones del anillo {ibroso

con ¢l miocardio son también mis delicadas.

Un punto interesante de estas vilvulas es que un 7%
de los corazones cstudiados por Gross y Kugel ( 1931 )
presentaban capilares, mientras que nunca fueron encon-
trados en las adrticas. Esta diferencia puede deberse a
la diferencia de tensidén mecdnica de las dos vdlvulas,
aunque también pucde tener importancia en patologia.
Smith y Taylor ( 1971 ), aunque describen la prescncia de
vasos sanguineos tanto cn la pulmonar como en la adrtica
de cerdo, sefialan su insignificante proporcidn respecto
a los encontrados en las vdilvulas auriculo-ventriculares

del mismo estudio.



II.b.~ MORFOGENESIS DE LAS VALVULAS SEMILUNARES
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El desarrollo de las vilvulas semilunares estd inti-
mamente unido al desarrollo de las arterias aorta y pul-
monar a partir del tronco arterioso, por lo que no puede
abordarse la descripcidn del desarrollo de aquellas sin

antes establecer someramente el desarrollo de dichos vasos.

La complejidad del estudio de este tema se ve compli~
cada por la gran diversidad de terminologia empleada por
los diferentes autores. Nosotros nos referiremos al "tron-
co arterioso" para describir la estructura desde el origen
de los arcos arteriales ( saco adrtico ) hasta el cono
( conus arteriosus cemunisv) con el que se continua sin
una delimitacidn clara, ( una vez que se desarrollan las
vidlvulas semilunares son precisamente ellas las que permi-
ten establecer la separacidn entre ambos segmentos del
corazdn embrionario. Esta terminologia ha sido empleada -
por diferentes autores ( Kramer, 19423 De la Cruz y cols.,
19773 Hurlé y Ojeda, 1979 ), sin embargo existen muchos otros
términos ( para una revisién detallada de esta problema

ver: Laane, 1974 a, b, ¢, d; Blanco, 1981 ).

La regidn del troncocono es una estructura tubular
que se continua al. ventriculo primitivo y se extiende como
hemos dicho hasta una pequefia regidn ligeramente dilatada

de donde surgen los arcos arteriales ( saco adrtico ).

Desde el punto de vista estructural el troncocono

consta de cuatro capas concéntricas que de fuera a dentro
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son: el epicardio, el miocardio, la capa mesenquimatosa
{ que en estadios jdévenes se denomina gelatina cardiaca )

y el endocardio.

La capa mesenquimatosa forma dos relieves hacia la

luz situados uno frente a otro, las crestas tronco-conales,
estas crestas en sentido longitudinal describen una espiral.
Generalmente se describen dos pares de crestas unas superio-
res a nivel del tronco, crestas troncales, y otras inferio-
res a nivel del cono, crestas conales. Estas crestas se van
aproximando una a otra hasta fusionarse siguiendo una di-
reccidn de arriba haéia abajo, de esta manera se forma
un tabique que divide a la regién del tronco-cono en dos
tubos que serdn a nivel del tronem las raices de la aorta

y de la pulmonar, y a nivel del cono las cdmaras de salida

de los respectivos ventriculos.

Veamos ahora el desarrollo histdrico de los conocimien-

tos sobre el desarrollo de las valvulas semilunares:

La primera descripcidén del desarrollo-de las vilvulas
semilunares ha sido realizada por Kolliker ( 1861 ) en dife-
rentes vertebrados. Esta autor lo Unico que seﬁala es que
las vdlvulas aparecen como excrecencias de la capa media
del tronco arterial, que tienen el aspecto de medialuna
y quebdelimitan en los vasos una luz en forma de estrella

de tres picos.
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Posteriormente Tonge ( 1869 ) realiza un estudio
exhaustivo del desarrollo de las vidlvulas semilunares en
el embridén de pollo. A pesar de que las observaciones estin
realizadas en microdisecciones de embriones fijados en
espiritu de vino ( aguardiente ), puede decirse que estas
descripciones alin tienen vigencia. Tonge sefiala que las
cispides de las valvas surgen progresivamente; primero
surgen las anteriores, que se originan en la parte alta
del tronco en las vertientes laterales de las crestas tron-
cales ( atin sin fusionar ) ( dia 4,5 ) . Posteriormente
( antes del 52 dia ) surgen al mismo nivel las valvas pos~-
teriores. A medida que el embridén se desarrolla las valvas
descienden en direccidén a la unién entre tronco y cono.
Aproximadamente el dia 5,5 surgen las valvas laterales
.en las respectivas paredes del tronco arterioso, que en
estos estadios ya se encuentra tabicado. A partir de este
momento las vdlvulas posiblemente se hacen suficientes, ya
que en los embriones fijados el coigulo de sangre queda di-
‘vidido en dos partes, una superior que ocupa las luces
arteriales, y otra inferior situada en las ventriculares.
Estos esbozos valvulares tienen forma piramidal., Su cara
. superior es plana, pero en estadios posteriores se va |
excavando con lo que adquieren su forma definitiva. Tonge
sefiala que el proceso de excavacidn sigue la misma secuen-
cia que la aparicidn de las valvas. Primero se excava 137
anterior, luego la posterior y finalmente un poco antes del
92 dia lo hacen las laterales. La descripcidén de Tonge
termina en el dia 13 del desarrollo, en el que describe

las valvulas como miniaturas de las definitivas, aunque
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sefiala que alln son mds gruesas que en su forma definitiva.

Posteriormente a Tonge se encuentran numerosas descrip-
ciones de las vilvulas embrionarias, pero realizadas a pro-
posito del estudio de otras zonas del corazdn, principal-
ménte del tronco y del cono ( Licata, 1954 ; De Vries y
Saunders, 1962 ). Generalmente estos estudios no aportan
nueva informacidén al desarrollo de las valvulas., con la
excepcidn del trabajo de Kramer ( 1942 ) en el que se descri-
ben las modificacioneslgn la posicidn que sufren los esbo-
zos valvulares durante la morfogénesis del corazdén humano.
En un principio en la pulmonar hay una valva anterior dere-
cha, una anterior izquierda y una posterior, en la posi=
cidn definitiva aparecen izquierda dorsal y derecha res-
pectivamente. En cuanto a la aorta, en um:principio hay
una anterior izquierda,_una posterior y una anterior dere-~
cha, en la posicidn definitiva se situan izquierda,dere-

-cha y anterior respectivamente. -

En 1962, Shaner publica un estudio comparado del de-
sarrollo del bulbo cardiaco donde analiza especialmente
. las modificaciones del desarrollo de las valvulas semilu-
nares en diferentes vertebrados. Shaner seifiala que en la
mayoria de los vertebrados las vilvulas semilunares deri-
van de cuatro cojinetes de tejido mesenquimatoso. En los
anfibios ( rana ) aparece un Unico vaso de salida del co-~
razén , iy en ellos uno de los cuatro cojinetes iniciales
se atrofia\y los otros tres se transfofman en valvas:
semilunares, que caracteristicamente son de tamaifios desi~

guales. En los mamiferos ( cerdo ) también proceden de
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cuatro cojinetes, dés son grandes ( las crestas tronca-
les ) y en sus extremos se desarrollan dos cliispides de
cada arteria, las otras dos son pequefias, crecen en las
paredes laterales del tronco arterioso y dan lugar a las
otras cispides. En los reptiles ( caimdn ) el proceso es
mucho mds complicado ya que poseen dos arterias aorta y
una pulmonar. Presentan también cuatro cojinetes pero uno
es muy grande y los otros tres son pequefios y de'igual ta~
mafio. El grande, debido al proceso de tabicacidén del bulbo
va a dar lugar a una. valva para cada uno de los troncos
arteriales, los pequeﬁdé se incorporan cada uno a una ar-
teria, con lo que resulta el patrdn tipico de estos verte-
brados que presentan una valvula semilunar bicuspide en
cada arteria. En las aves ( pollo ) el desarrollo es es-
pecialmente complejo debido a que el proceso se parece al
de los reptiles pero solamente poseen dos grandes vasos,
en el que crecen cinco COjinetes, uno grande que va a
producir una valva para cada arteria, y los otros cuatro

se incorporan dos en cada arteria.

Posteriormente el propio Shaner ( 1963 ) a propdsi-

. to de un estudio de vdlvulas semilunares malformadas hu-
manas, realiza algunas observaciones sobre el desarrollo
normal de las valvulas con el fin de establecer compara-
ciones con las vilvulas malformadas. Aunque estas observa-
ciones no son muy detaliadas, postula por primera vez la-

hipdtesis de que la excavacidn se realiza mediante un

crecimiento en profundidad del endotelio de la cara arte-

%
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rial de las valvas.

Todas estas descripciones son las que constituyen el
fundamento de las descripciones que se encuentran en la
mayor parte de los libros de texto de embriologia, con la
excepcidn de algunas monografias sobre el desarrollo del
corazdn que aportan observaciones personales, pero que
realmente ilustran las diferentes fases de su desarrollo

mds que afiadir nuevos datos ( Dé la Cruz y cols., 1972 ).

En los ultimos aﬁoé sin embargo, el nuimero de estudios
centrados en el desarrollo de las valvulas semilunares se
ha incrementado ( Paff y cols., 1965; Maron y Hutchins,
19743 Hurlé, 1979; Hurlé y cols., 1980; Colvée y Hurlé,
1981 ). Estos estudios se caracterizan porque tratan de
conocer aspectos funcionales o causales del desarrollo,y
sin duda estdn motivados por el avance de la medicina en
la eSpécialidad de cardiologia, ya que la patologia de las
valvulas semilunares tanto la congénita como la adquirida

constituye un capitulo fundamental en dicha especialidad.

Quizds el primer estudio sobre el desarrollo de las

propiedades funcionales de las valvulas semilunares es

el realizado por Paff y cols. en 1965. Estos autores tras
puncionar el ventriculo de embriones de pollo con una micro-
pipeta. .y conectar a un mandmetro, han registrado los cam-
bios de presidn existentes entre sistole y didstole entre
los dias 2 y 7 del desarrollo., Sus resultados muestran

que las vél;ulas semilunares comienzan a actuar el dia

5 y se hacen practicamente suficientes hacia el dia 7 del
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desarrollo.

Maron y Hutchins ( 1974 ) en un estudio descriptivo
centrado sobre el desarrollo de las vdlvulas semilunares
humanas, han puesto claramente en relacidn la influencia
de las fuerzas hemodindmicas con el proceso de excavacidn
de los velos valvulares. En su estudio,dichos autores ob-
servaron que mientras las células de la cara ventricular
de los velos tienen un aspecto aplanado, en la cara arte-
rial las células son claramente cuboidales. Las causas de
tales diferencias serian debidas a las diferentes caracte-
risticas del flujo sanguineo en ambas caras de las vilvula.
Mientras que en la cara ventricular el flujo sanguineo
circula de manera lineal, condicionando la forma aplanada
de las células, en la cara arterial la ausencia de flujo
paralelo al velo, y a la gran presidn lateral determinada
por la sangre, determinaria la forma cilindrica de las cé-
lulas. Bajo esta hipdtesis el borde libre de los velos
seria la linea de separacidn entre las dos fuerzas hemodi-
nimicas y estaria sometido a una baja presidn sanguinea, lo
que permitiria su proliferacidn . En definitiva, en esta
‘hipétesis las valvulas se desarrollarian a expensas del
crecimiento del borde libre de los velos, y estaria en
ltima instancia determinado por el flujo sanguineo. Cuan-—
do los velos valvulares al avanzar el desarrollo alcanzan
una longitud suficiente para contactar con la pared arte-
rial durante la sistole, esta zona superior de la vilvula

no constituye ya una zona de separacidn del flujo, con lo

XY
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cual la proliferacidén celular se detendria. Hay que seifialar
sin embargo, que los estudios fisioldgicos realizados en
valvulas de diferentes vertebrados sefialan que el borde
libre de los velos vaivulares nunca contacta con la pared
arterial, y que las caracteristicas del flujo sanguineo no
ﬁarecen ser como las describen estos autores ( Bellhouse

y Bellhouse, 1968; Bellhouse y cols., 1968 ).

Mis recientemente Hurle ( 1979 ) en este departamento,
ha realizado un estudio detallado del desarrollo de las val-
vulas en el embridén de pollo. En un andlisis con microsco-
pia de barrido y con microscopia dptica en cortes semifi-
nos, muestra que en el desarrollo de las vilvulas del pollo,
pueden distinguirse claramente tres periodos diferentes en
este proceso. En el primer periodo tiene lugar la aparicidn
de los esbozos sdlidos de las valvas. Estos esbozos consis-
ten en tres valvas de forma piramidal y constan de un ni-
cleo de tejido mesenquimatoso cubierto por un endotelio.

En el segundo periodo las valvas sufren un proceso de exca-
vacidén, y en sus resultados sefiala que este proceso tiene
lugar por un crecimiento inicial del endotelio de la cara
arterial en forma de cordén_macizo, que posteriormente se
ahueca mediante la eliminacidn de células hacia la corrien-
te sanguinea y por muerte celular, produciendose como con-
secuencia los senos de Valsalva. En el tercer periodo tendri
lugarla histogénesis de las valvas, desarrollindose el es-
queleto fibroso valvular. Una caracteristica importante de

esta tercera etapa es que tiene lugar'muy tardiamente, pro-
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longandose hasta el periodo postnatal.

Estudios posteriores del desarrollé de las vidlvulas
del embridn de ratén ( Colvee, 1979; Hurle y cols., 1980 )
han demostrado que puede haber diferencias importantes en
el' desarrollo valvular de las aves y mamiferos. Asi en el
ratén la morfologia de las valvulas embrionarias sugiere
que la excavacidn puede tener lugar por la proliferacidn
de la parte anterior de la cara arterial del esbozo valvu-
lar, junto a la excavacidén de la zona préxima a la pared
arterial. En lo que coinciden’el desarrollo de las wvdlvulas
de las aves y los mamiferos es que la histogénesis tiene
lugar en periodos‘muy avanzados del desarrollo, extendien-
dose incluso durante el periodo postnatal. Asi en un estu-
dio histogquimico centrado en la histogénesis de las valvu-
las de rabén ( Colvee y Hurle, 1981 ) hemos establecido
que en cuanto a la preséncia de mucopolisacéridos, el hia-
luronato y el condroitin sulfato ( 4 y 6 ), son los prin-
cipales durante el periodo embrionario y fetal, disminuyen-
do progresivamente el hialuronato durante los Ultimos esta-
dios fetales y en el periodo postnatal inmediato. Esta dis-—.
.minucidén de hialuronato parece estar relacionada con el
mayor grado de diferenciacidn del tejido valvular durante
los dltimos estadios fetales. Por otro lado,la formacidn
de una ldmina fibrosa rica en coligeno, no fué observada
hasta la tercera semana del desarrollo postnatal. Estos
hechos pueden tener una gran importancia a la hora de ex-

plicar aspectos confusos de la\patologia valvular, como la
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denominada displasia valvular ( Hyams y Manion, 1968;
Cheitlin y cols., 1978 ) cuya causa podria ser una altera-
cidn del periodo de diferenciacidén y en consecuencia podria
producirse despues del nacimiento, incluso como consecuen-

cia de la administracidn de drogas al recién nacido.



IT.c.~ MALFORMACIONES DE LAS VALVULAS SEMILUNARES



41

Dentro de las malformaciones cardiacas, las malfor-
maciones de las vilvulas semilunares son las mds frecentes
de todas ( Bankl, 1977; Wauchope, 1928 ), aunque en la mayor
parte de los casos transcurren de forma totalmente asin-
tomitica y solo se encuentran como hallazgos de autopsias.
En‘este sentido son sorprendentes las cifras de malformacio-~
nes que encuentran los diferentes autores cuando realizan
estudios- meticulosos de autopsias hechas de forma siste-
matica ( Koletsky 1941a,b; Roberts, 1970; Moore y cols.,
1980 ). En muchos casos las malformaciones de las valvulas
semilunares acompafian a otras entidades tales como comunica-
cidn interventricular, ductus arterioso persistente, coar-
tacidén de la aorta, tronco arterioso comin, tetralogia de
Fallot, o se manifiestan. tardiamente por complicaciones
como calcificaciones o endocarditis ( Fennoglio y cols.,
1977; Mills y cols., 1978; Moore y cols., 1980 ). Todo ello
hace Que estas malformaciones no hayan recibido una aten-
cidn directa, sino que se las estudia como productoras de
diferentes entidades clinicas, principalmente estenosis e
insuficiencias valvulares,e incluso que en muchas ocasio-
nes sea dificil decidir si se trata de auténticas malfor-
.maciones congénitas o de alteraciones adquiridas. Sin embar-
go el creciente avance de la cirugia reparadora cardiaca y
de las técnicas de diagndstico, hace necesario un conoci-
miento mas amplio de dichas malformaciones, que permita
clasificarlas y establecer el tratamiento adecuado para
cada caso. La importancia de estos hechos se pone‘de mani-

fiesto por el desarrollo de tépnicas péra un diagndstico
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adecuado de las alteraciones morfoldgicas valvulares con
el fin de decidir antes de una intervencidn quirirgica
cual va a ser el tratamiento ( Folger y cols., 1980;

Leech y cols., 1978 ).

La clasificacidn de las malformaciones de estas val-
vulas es siempre una tarea dificil ya que para ello se pue~
den atender a diferentes criterios, tales como la causa

que produce la alteracidn, los trastornos clinicos que
provoca o la morfologia de las cuSpides valvulares malfor-
madas. Ademds, cualquiera que sea la base de la clasifica-
cién no siempre es facil el establecer una separacidén niti-

da entre los posibles grupos establecidos.

En este apartado describiremos las malformaciones de
las valvulas de acuerdo con la morfologia de los velos,
siguiendo una clasificacidn semejante a la realizada por
nosotros anteriormente ( Colvee, 1979 ). El interés de esta
clasificacidn es que no solo permite establecer deducciones
del mecanismo de produccidn de la alteracidn , sino que es-
t4 en relacidén con la pauta quirdrgica adecuada para el tra-
tamiento de cada caso, ya que mientras una valvula bicispi~-
de con fusidn de comisuras puede tratarse mediante una
comisurotomia, si la valvula es bicispide por ausencia de
un velo, el tratamiento requerido seri una sustitucidn
quirirgica ( Folger y cols., 1980 ). Algunos autores como
Moore y cols. ( 1980 ) prefieren clasificar la malforma-

cidn atendiendo al nimero de comisuras y de rafes, pero
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tiene el inconveniente de que un porcentaje amplio de
malformaciones no pueden ser clasificadas ( 27 de 306

valvas alteradas ).

Otro aspecto a aclarar es que para dicha clasifica-
cidn morfoldgica nos fijaremos principalmente en la mor-
fologia de las vAlvulas malformadas tal como se describen
en el embridén o en el feto, basandonos en este sentido en
el trabajo de Shaner ( 1963 ), ya que después del nacimien-
to pueden producirse grandes‘alteraciones morfoldgicas
que en ocasiones hace imposible el clasificarlas de acuer-

do con su morfologia.

En esta clasificaciSn se han omitido malformaciones
~de las valvulas que acompafian al tronco arterioso comin

( Becker y cols., 1971 ) ya que en este caso la malforma-
cidn de las valvulas es una consecuencia de la alteracidn
en la tabicacidn; y aquellas en las que debido a su asocia-
cidn con otras malformaciones cardiacas se comentarin en

el capitulo de hemodinimica, debido a que su causa proba-
blemente sea debida a una alteracidén del flujo producida

por la malformacidn cardiaca ho valvular.

I.- ALTERACIONES DEL NUMERO DE VALVAS.

Ta.- Reduccidn en el ndmero

Lo mas frecuente es que falte una de las valvas y se
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describe con el nombre de vdlvulas semilunares bicispides,
e .I - . I C s
pero también pueden aparecer valvulas semilunares monocuspi-

des.

Dentro de las valvulas semilunares biéﬁspides,puedpn

distinguirse dos categorias:

.

. .Vdlvula bictlspide con dos velos de igual tamafio.- En

este caso nunca existe duda sobre la naturaleza congénita
de esta patologia, y el mecanismo de produccidén debe ser
una falta de desarrollo,o una reabsorcidn de la valva au-

sente.

En la arteria pulmonar, 16 mas frecuente es que falte
la valva anterior, y las otras dos quedgn una lateral con
_respecto a la otra. Esta malformacidén ha sido bien descri-
ta en material embrionario ( Shaner, 1963 ) y en’algunés
ocasiones en corazones humanos postnatales ( Koletsky,

'1941a ).

En la arteria aorta es la malformacién mds frecuente,
de tal manerm que se ha estimado su aparicidn entre el 0.5%
-y el 1% de los individuos ( Koletsky, 1941b; Roberts, 1970 ),
e incluso se ha encontrado que presenta cierta predisposi-
cidn familiar ( Enmanuel y cols., 1978 ). Lo mas habitual
aqui es la ausencia de la valva no coronaria ( Koletsky,

1941b; Wauchope, 1928 ).

Vilvula bictspide con un velo grande y otro pequefio.=

Esta malformacidn sin duda ocurre por la fusidn de dos
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velos previamente formados, una prueba de ello-es que en
ocasiones a nivel de la valva mayor persiste un rafe de
fusidn. Debe sefialarse que a menudo es dificil de asegurar
en los casos adultos si se trata de una malformacidén con-
génita o es la consecuencia de un problema patoldgico post--
ngtal ( Leer y Edwards, 1981 ). Sin embargo esta entidad

ha sido observada en embriones, lo que asegura que puede
tener un origen embrionario al menos en algunos casos.
'Algunos separan dentro de este grupo las que tienen un rafe
rudimentario, denomindndolas valvulas con fusidn de comi-

suras ( Moore y cols., 1980 ).

En la pulmonar lo mds frecuente es que aparezca una
valva antero-izquierda mayor y una derecha menor ( Koletsky,
'1941a; Wauchope, 1928 ). Shaner ( 1963 ) describe como du~ -
rante el proceso de excavacidn de la valvula pulmonar, las
valvas anterior e izquierda estdn mis adelantadas que la
“derecha debido a su situacidén respecto al flujo sanguineo,
esto podria explicar la frecuente fusidn entre las valvas
anterior e izquierda; la persistencia andmala de una co=- -
rriente espiral segiin Shaner, produce una excavacidén més
amplia de las valvas anterior e izquierda, lo cual favo-
rece su fusidn. En raras ocasiones puede encontrarse una
Antero-derecha grande junto a una izquierda pequefia

( Koletsky, 1941a ).

En la aorta, lo mis frecuente es que la valva gran-
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de delimite un seno de Valsalva de donde salen las dos
coronarias, frecuentemente en estos casos se observa una
cresta que delimita los dos orificios. Otro hecho intere-
sante es que Leer y Edwards ( 1981 ) en un estudio sobre
cincuenta vdlvulas de este tipo han encontrado que el 72%
afecta a los dos velos coronarios, el 13% a los velos coro-
nario-derecho y posterior y solo el 2% a los velos corona-
rio-izquierdo y posterior. Esta malformacidn se acompafia
con gran frecuencia de alteraciones-en el patrdn de dis-
tribucidén de las arterias coronarias ( Leer y Edwards,

1981 ).

Vadlvula monocliispide.- Las vAdlvulas monociuspides en la

aorta son raras y generalmente se manifiestan en los prime-
ros meses de la vida produciendo una estenosis, sin embargo
en algunos casos puede pasar desapercibida hasta que se
calcifica ( Falcone y cols., 1971 ). Aparece una valva
Unica que ocupa toda la luz de la arteria, presentando

una hendidura lateral. En definitiva el aspecto que tiene
esta valvula es el de una vilvula semilunar en la que se
han soldado todos los bordes libres de las valvas excepto
uno, que es el queda como orificio de la aorta. La hendidu-
ra puede presentarse en situacidn, lateral-derecha o late-

ral-izquierda.

En la arteria pulmonar, vidlvulas semilunares monocis-
pides han sido observadas en algunas ocasiones ( Goor y

cols., 1975 ).
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Ib.- Aumento en el nUmero de valvas.

No suelen aparecer mis de cuatro valvas y se denomina

. N P . .
a esta malformacidn valvula semilunar tetracuspide.

» - . .
Vadlvula semilunar tetractspide.- Es .una malformacidn

excepcional, Moore y cols. ( 1980 ) la encuentran en 6 de

306 valvulas malformadas.

En la aorta es excepcional, se encuentra solo en un
0,008% de autopsias realizadas al azar ( Simonds, 1923 );
las valwas suelen ser iguales,aunque puede haber una rudi-
mentaria. Dentro de este grupo se describe un sindrome,
el Wyatt-Goldenberg ( descrito por estos autores en 1948,
_ por Robicsek y cols. en 1969 y por Bankl en 1977 ) en el
que ademds de vdlvula tetractspide existe un desplazamien-

to hacia arriba de la coronaria izquierda.

En la pulmonar esta malformacidén también es muy rara
y se suele diagnosticar accidentalmente en autopsias
( Enoch, 1968 ), aunque en ocasiones las valvas aparecen

- Pd . .- . . . .
hipoplasicas y producen una insuficiencia.

IT.- AUSENCIA DE VALVULAS SEMILUNARES.

- - # - -
Es una malformacidn rara, y también podria clasifi-
. P L4
carse como un caso extremo de reduccion en el numero de

valvas. Con gran frecuencia suele encontrarse algin resto
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atréfico de los velos valvulares ( Azcuna y cols., 1977;
Shaner, 1963; Smith y cols., 1959 ), lo que indica que no
solo puede desarrollarse esta malformacidén por una falta

~de formacién del esbozo valvular, sino también por una reab-

sorcidn del esbozo ya formado.

En la arteria pulmonar se han descrito algunos casos
de este tipo de malformacidn ( Azcuna y cols., 1977; D!Cruz
y cols., 1964; Shaner, 1963; Miller y cols., 1962; Campeau
y cols., 1961; Smith y 'cols., 1959 ). Estos casos predomi-
nan en nifios, pero han’sido descritos en un vardén de 46
afios ( Lavenne y cols., 1954) y en otro de 73 ( Pouget y
cols., 1967 ). Con mucha frecuencia se asocia a otras mal-
formaciones como comunicacidén interventricular ( Batisse y
cols., 1981 ). En una revisidn hecha por Calder y cols,

( 1980 } sobre 245 casos de ausencia de la valvula pulmo-
nair, un 03% estaba asociado con tetralogia de Fallot y solo

un 2,4% no estaba asociado a otras malformaciones.

En la aorta, es realmente excepcional, posiblemente
porque sea incompatible con la vida, sin embargo Shaner
( 1963 ) tiene estudiados 13 casos en embriones de cerdo

en todos los cuales coexistfa una tetralogia de Fallot.

ITT,~ FORMAS ANOMALAS DE LOQS VELOS

Dentro de este grupo puede incluirse como forma tipi-
/ . »
ca las valvulas semilunares en boveda.

. ’ .
Las valvulas semilunares en bdveda.- Se caracteriza
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esta malformacidn por ser una valvula en la que se han sol-
dado todos los velos, formandose un ciipula con una perfo-
racidn de mayor o menor tamafio. Se observa muy rara vez

en corazones postnatales, pero han sido descritas tanto

en la aorta ( Gray y Skandalakis, 1975 ) como en la pulmo-
nar ( Shaner, 1963; Gray y Skandalakis, 1975 ).

También podria incluirse dentro de este grupo algunas
malformaciones que se describen como ausencia de las valvu-
las, en las que aparecen unos pequefios muflones como resto
atré6fico de los velos ( Azcuna y cols., 19773 Lavehne, 1954;
Smith y cols., 1959 ); sin embargo su clasificacidén se ha-
ce imposible por la gran variedad de formas que se pueden

encontrar, y parece mas correcto incluirlas como grados in-

completos o menores de ausencia de valvulas semilunares.

Otro tipo de valvulas andmalas que se pueden encontrar,
es la sustitucidn de toda la vilvula por un grueso diafrag-
. ma membranoso con un orificio central. Esta malformacidn
es muy rara; sin embargo existen algunos casos descritos en

la literatura ( Goor y cols., 1975; Moller y cols., 1966 ).

IV.~- ALTERACIONES ESTRUCTURALES DE LAS VALVAS.

Incluimos dentro de este grupo una alteracidn de las
vadlvulas semilunares, en la que los velos valvulares pre-
sentan formaciones irregulares de forma nodular que alteran

notablemente su morfologia. En la literatura se encuentra
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descrito -este proceso con diversos nombres, y puede afec-
tar no solo a las valvulas semilunares sino también a las
auriculo-ventriculares. Inicialmente se denomind a esta
entidad como"diferenciacidn incompleta de las valvas!

( Abott, 1936 ), lo cual implica el considerar esta enti-
dad como una alteracidén de la histogénesis normal de las
valvas. Esta hipdtesis ha sido compartida por la mayoria

de los autoresbque han mantenido la misma terminologia

( Hyams y Manion, 1968 ).u otras similares, como displasia
mixoide ( Cheitlin y co6ls., 1978; Davis y cols., 1965 ), o
mixomatosis ( Fadell y Graziano, 1960 ). En otras ocasiones
se ha querido ver en esta alteracidén una etiologia tumoral
de tipo embrionario, y se le dieron nombres como "mixoma®

( Catton y cols., 1963; Griffiths, 1962 ) o "hamartoma"

~ ( Whorton, 1949 ). Incluso se ha considerado esta entidad
como secundaria a procesos infecciosos ( Farber y Hubbard,
19333 Stohr, 1934 ), o a fibroelastosis endocdrdica ( Kelly
y Anderson, 1956 ). Nosotros sin entrar ahora en la discu-
sidn de su etiologia, la incluimos como una malformacidn
de las valvas que afecta a la histogénesis, ya que su na-

~turaleza congénita es admitida por todos los autores.

Esta mal formacidn puede aparecer sobre vilvulas con
otras malformaciones, principalmente acompafia a valvulas
semilunares adrticas bicispides ( Hyams y Manion, 1968;
Cheitlin y cols., 1978 ). Las valvas afectadas, que pueden

ser una o varias, aparecen con formaciones nodulares de
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aspecto himedo, brillante y translicido. Estos nddulos
pucden aparccer asociados al borde libre o afectar toda
la vilvula. En cualquier caso, las valvas generalmente apa-

reccen muy deformadas produciendo estenosis o insuficiencia.

Histoldgicamente estos nddulos estdn formados por un
tejido conectivo laxo con abundante material extracelular
rico en mucopolisaciridos 4cidos y coldgeno. Las células
son alargadas con un nicleo ovoide central, que mucstra
una cromatina granular laxa. Esta estructura se ha compara-
do con tejido mesenquimatoso normal presente en las val-
vulas de fetos entre 8 y 12 scemanas ( Hyams y Manion,

1968 ), lo que se ha utilizado como argumento cn favor de
la hipdtesis de la difecrenciacidn incompleta como etiolo-

gia de esta malformacidn.

Patterson y cols. ( 1981 ) describen en una colonia
de perros la existencia de displasia valvular, atribuyen-
dole un origen genético. Su semejanza estructural con te-
jido embrionario hace pensar a los autores en una anomalia
de la maduracidn de los esbozos valvulares.

Por otro lado es posible que esta malformacidn al me-~
nos en algunos casos, no estd descrita como tal, sino que
aparezca englobada dentro del nombre genérico de estenosis,
tal como hace Serck-Hanssen ( 1968 ), quien a pesar de ello
describe el material valvular como semejante al de los

cojinetes endocdrdicos; descartando la posibilidad de un



origen inflamatorio, atribuye la malformacidn a una per-

sistencia andmala de tejido embrionario.

52



II.d.- FACTORES HEMODINAMICOS Y CARDIOGENESIS
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El desarrollo del corazdn se diferencia notablemente
del de otros drganos por el hecho de que desde las prime-
ras etapas de su formacidén comienza a ejercer su papel
funcional de bomba contrictil, papel funcional que ade-
mis es imprescindible para la supervivencia del embridn.
Eéte hecho crea dos aspectos importantes a tener en cuenta
cuando se pretende analizar los factores que determinan
su forma. De un lado la manipulacidn experimental que pue~-
de realizarse sobre el esbozo es muy restringida, ya que
traumatismos minimos ejercitados sobre el esbozo conducen
en la.mayoria de los casos a la muerte del embridén. De
otro lado resulta muy evidente que la propia fuerza fisi-
ca que el corazdn embrionario imprime a la sangre,puede
actuar como mecanismo de "feed-back" sobre el propio de-
sarrolloc cardiaco. Por estos motivos puede generalizarse
que en el corazdn ademas de los diferentes mecanismos
morfogenéticos generales, tales como crecimiento y muer-
te celular, emigraciones celulares, diferenciacidén celular
etc., debe también incluirse a las fuerzas hemodihémicas,
las cuales presumiblemente actuan sobre los mencionados

mecanismos bdsicos o generales del desarrollo.

La propia dificultad de estudio del papel de las co-
rrientes hemodindmicas sobre el desarrollo del corazdn,
es motivo de que en ausencia de experiencias definitivas
en favor o en contra de su intervencidn morfogenética,
se especule en muchos casos, tratando de explicar la mor-

o . N ' N » .
fogénesis y la anormogénesis cardiaca Unicamente en térmi-
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nos de patrones. de flujo hemodindmico, de la misma manera
que se hace con la evolucidn filogenética del corazdn

( White, 1956 ).

En este capitulo de la presente tesis doctoral trata-
remos de hacer una revisidén del efecto de las fuerzas he-
modindmicas sobre el desarrollo cardiaco. Dividiremos esta
revisidén en cuatro apartados con el fin de agrupar las di-
versas lineas de abordaje del problema, las cuales basica-
mente son: el andlisis dellflujo normal en el eshozo car-
diaco, los efectos conocidos de las fuerzas hemodinimicas
sobre las células y tejidos, los efectos fisicos de las
fuerzas hemodindmicas determinados en modelos artificiales,
y finalmente la interpretacidn de las malformaciones con-
génitas mis frecuentes en términos de alteracidn del flujo

sanguineo, asi como su reproduccidn experimental.
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I.~ FLUJO SANGUINEO EN EL ESBOZO CARDIACO.- PAPEL

MORFOGENETICO,.

Los primeros estudios del flujo sanguineo en el cora-
z6n embrionario han sido realizados por Bremer y Spicer
en los afios 1932 y 1923 respectivamente, pero es fundamen-
talmente Jaffee ( 1962, 1963, 1965, 1966, 1967, 1970, 1977,
1978 ) el que ha descrito con mis detalle el flujo normal
a través del corazdn embrionario de la rana y del pollo.
Tanto los estudios delﬁaffee como el resto de estudios
centrados sobre el tema, se basan en la observacidén direc~
ta del esbozo cardiaco in vivo o en grabaciones cinemato-
grificas realizadas con lupa, ya que la propia pigmentacidn

sanguinea permite distinguir el trayecto del flujo.

Inicialmente en la fase de corazdén tubular las con-
tracciones cardiacas son peristdlticas, pero a medida que
avanza el desarrollo el flujo sanguineo va sufriendo una
serie de cambios que se corresponden ccn las modificaciones

de forma y de estructura del corazdn.

Tal como describe Jaffee ( 1963, 1965 ) en el embridn
de pollo, antes del tercer dia de incubacidn, la sangre
afluye al corazdn tubular por su extremo inferior, el seno
venoso, a través de tres venas, una central la vena énfalo-
mesenterica, fusionada en el higado en momentos inmediata-
mente agteriores ( Romanoff, 1960; Patten, 1960 ), y por

dos venas laterales a ella, los conductos de Cuvier dere-
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cho e izquierdo. En el seno venoso la sangre queda . orga-
nizada en dos corrientes de flujo laminar ( Jaffee, 1966 ),
una derecha de mayor volumen, formada por la confluencia

de la sangre procedente del conducto de Cuvier derecho y

de la vena dnfalomesenterica, y la otra izquierda que
proviene ﬁnicémente del conducto de Cuvier izquierdo

( Esquema IT.A ). Ambas corrientes se dirigen en direccidn
al orificio auriculoventricular y permanecen individuali-
zadas a lo largo de su trayecto a través del corazdn, hasta
salir por el polo arterial. La existencia de ambas corrien-
tes es 1lo que en opinidn de Jaffee ( 1977 ) va a ser causa
condicionante de la tabicacidn del corazdn en sus sectores

derecho e izquierdo.

En su trayecto por el seno venoso hacia el orificio
auriculoventricular, las corrientes no siguen una direccidn
rectilinea, sino que la corriente izquierda realiza un
trayecto espiral alrededor de la derecha, de tal manera
que primero camina dorsal a ella y luego se hace ventral
pasando por su vertiente izquierda, formando asi una
especie de lazada atravesada por la corriente derecha

( Bremer, 1932, Jaffee, 1965 ). ( Ver esquema II.A ).

A medida que avanza el desarrollo, el tubo cardiaco
va adquiriendo la forma de asa, lo que parece un fendme-
no independiente del flujo sanguineo, ya que corazones
paralizados y aislados en un medio de cultivo son capa-

ces de formar un asa cardiaca (- Manasek y Monroe, 1972 ).
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Una vez que el asa cardiaca estd bien establecida,
el flujo derecho sigue un trayecto en sentido cefdlico
a lo largo del seno y auricula primitiva, luego se incur-
va bruscamente en direccién caudal pasando por el lado
derecho del canal auriculoventricular. Una vez que la
gangre llega al ventriculo primitivo, nuevamente el flu-~
jo se hace cefilico y asciende por el lado izquierdo del
bulbo cardiaco , el cual constituye el esbozo de las rai-
ces arteriales y de las cdmaras de salida ventriculares
( Esquema IXI.C ), Enﬁel:bulbo la corriente derecha se
arrolla alrededor de la izquierda ( Jaffee, 1967 )A( Ver
esquema IIT.A ). |

En este estadio el flujo izquierdo a nivel del seno
y auricula exagera su trayecto en lazada alrededor del
flﬁjo derecho, para discurrir luego por el sector izquier-
do del canal auriculoventricular ( Esquema II.B ). Pasa
de esta manera a-la zona izquierda del ventriculo primi-
tivo, para al igual que el flujo derecho, dirigirse al
bulbo, concretamente a su sector derecho, donde sigue
un trayecto espiral con respecto al flujo derecho, tal

como hemos descrito anteriormente ( Esquema III. A ).

El desarrollo de la lazada sanguinea en el seno
, . . ., .
venoso y auricula, coincide con la expansidon hacia la
izquierda de lo que va a ser la auricula izquierda
( Jaffee, 1965 ). Posterioremnte se desarrolla el tabi-

que interauricular al tiempo que desaparece la lazada
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que realiza el flujo. En este periodo toda la sangre
sistémica drena en el atrio derecho, mientras que sdlo
la pequefia cantidad de sangre que recogen las venas pul-
monares van al atrio izquierdo, pero las dos auriculas

permanecen conectadas por el ostium secundum.

En cuanto a la regidn del bulbo, la incurvacidn que
presenta en estadios precirculatorios determina en parte
la direccidén del flujo ( Jaffee, 1977 ), y las corrien-
tes al salir del ventriculo siguen la curvadura del bul-
bo. La corriente izquierda sale de la zona izquierda del
ventricplo primitivo, fluye dorsal a la corriente derecha,
ocupando posteriormente la porcidn derecha del bulbo, y
sale findlmente en un plano ventral a la corriente dere-
cha, drenando fundamentalmente en los arcos adrticos se-
gundo y tercero, mientras que la corriente derecha lo
- hace en el tercer y cuarto arco adértico ( Jaffee, 1967,

1977 ). ( Ver esquema III.A ).

A partir de este estaflio ( tercero a cuarto dia de
incubacidn ), el flujo del segundo arco va disminuyendo,
desapareciendo totalmente al final del tercer dia de in-

cubacidén ( Romanoff, 1960 ).

A lo largo delcuarto dia de incubacidn el tracto
de salida bulbar va haciendose progresivamente posterior
( Patten, 1922 ), lo cual permite la vascularizacidn

del sexto arco adrtico, el cual al principio del cuarto
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dia ya empieza a recibir sangre ( Jaffee, 1967 ),estando
totalmente vascularizado al final del mismo por la corrien-
te derecha. Al final del cuarto dia la corriente derecha
termina exclusivamente en el sexto arco adrtico y la iz~
quierda en el cuarto, sin que se produzcan intercambios

de una a otra, estando ademds cada arco vascularizado

por una sola de las corrientes.

Entre el cuarto y quinto dfa de incubacidn se pro-~
duce un ridpido desarrollo del embridn de pollo con im-
portantes cambios fisioldgicos, la velocidad cardiaca
aumenta en un 50% y la presidn sanguinea pasa de 14‘3

32 mm de agua ( Paff y cols., 1965 ). Durante este perio-
do se produce un importante desplazamiento del bulbo

que consiste fundamentalmente en una:rotacién,»de tal
forma que el primordio adrtico se dispone dorsal y late-
ral izquierdo respecto al primordio pulmonar. Este fe-
némeno de rotacidn bulbar coincide con una disminucidn
del arrollamiento de las dos corrientes ( Esquema III.B ),
y es un proceso clave en el desarrollo seglin Jaffee

( 1977 ), ya que impide que la aorta tome origen en el

ventriculo derecho.

Pero, ¢ cual es el papel morfogenético de este patrdn
circulatorio?., Copley y Staple ( 1962 ) sefialan que en
los vasos con flujo laminar, tal como el que nos ocupa,
las moléculas préximas a la superficie del lecho per-

manecen mas o menos inmdviles debido a la fuerza de ro-
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zamiento contra la pared, mientras que las centrales son

las que avanzan mds ripidamente.

Chang ( 1932 ) en un estudio acerca del comporta-
miento del endocardio frente a la corriente sanguinea
en el embridén de pollo, observa como la friccidn y pre-
sidn de la sangre sobre la pared cardiaca actua de dos
maneras, en las zonas donde la presidn ejercida por la
corriente es continua y manifiesta, determina la exten-
sién de la cavidad, sin embargo cuando esta accidén me-
céniéa ejercida por el flujo sanguineo es pequeiia o nu-
la, determina la aéaricién de engrosamientos endocirdi-
cos. En este mismo sentido Rodbard ( 1956 ) atribuye a
la presidn ejercida por la corriente sanguinea sobre el
endotelio una accidn inhibidora de su capacidad prolife-
rativa, desarrollandose eésta al no existir circulacidn.
Parece pues claro que entre las dos corrientes lamina-
res del corazdn embrionario ( Jaffee, 1977; Romancff,
1960; Bremer, 1932 ) comentadas anteriormente, existe
una zona de endotelio sometida a una menor presidn la-
teral, lo cual le permite a este proliferar libre de la

accidn inhibidora de la corriente sanguinea ( Rodbard,

1956 ).

Es importante sefialar respecto a la tabicacidn
auricular el hecho de que solo cuando esta tabicacidn
ha conseguido individualizar una cdmara auricular de

otra, es cuando se fusionan las dos corrientes y nun-

e
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ca antes; segin esta idea si las corrientes derecha e
izquierda se fusionaran en las auriculas antes de ter-
minada la tabicacidn, esta fusidn crearia un impedimen-
to al menos fisico, a la proliferacidn del endotelio
impidiendose el crecimiento del tabique ( Jaffee, 1965,

1977 ).

Mis interesante parece ser la tabicacidén bulbar,
esta se produce por un tabique-en forma de espiral que
divide las raices de las grandes arterias. Este tabique
aorto-pulmonar se origina por una proliferacidn del me-
sénquima en el espacio que separa el origen del cuarto
arco adrtico del sextoj esta proliferacidn celular, do-
ble en su comienzo, se continlla en sentido proximal con
dos crestas que se desarrollan en las paredes de la par-
te alta del bulbo, las crestas troncales. Ei desarrollo
de las crestas troncales y del tabique adrto-pulmonar
determinard la separacidn de las raices arteriales.
Caudalmente a las crestas troncales se dispone'otro
sistema de crestas, las crestas conales, las cuales una
vez fusionadas separardn las camaras de salida de los
ventriculos ( parte baja del bulbo cardiaco ). Las cres-
tas troncales y las conales crecen en la zona de la pa-
red bulbar opuesta al flujo de sangre de tal manera que
también las crestas tronco-conales desarrollan un tra-
vecto espiral por las paredes del tronco-cono. Cuando
las corrientes son anterior y posterior ( segmento su-

#

perior e inferior del bulbo‘), las crestas tronco-conales
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son derecha e izquierda, mientras que cuando las corrien-
tes se situan una lateral a otra, ( segmento medio del
bulbo ) las crestas ocupan las posiciones anterior y
posterior del bulbo. De acuerdo con las ideas de Jaffee

( 1977 ) el crecimiento de este tabique estaria determi-
nado por la ausencia del efecto mecdnico del flujo sobre

estas zonas de la pared bulbar.

Otros autores tales como McBride y cols. ( 1981 )
Streeter ( 1948 ) y'be Vries y Saunders ( 1962 )también
han sugerido a partir de la observacidn de cortes de
embriones humanos, que la tabicacidn del bulbo se debe
a un efecto remodelador de la corriente sanguinea sobre
la capa de gelatina cardiaca-de la pared bulbar. Sin
embargo estos autores en lugar de considerar que el efec-
to es debido a la falta de presidn existente entre los
dos flujos, consideran que la gelatina cardiaca es un
- material muy pldstico y deformable y que inicialmente
forma una capa de grosor uniforme en la pared interna
del bulbo, y debido a la presidn sanguinea la sangre
labra surcos en ella, siendo de esta manera responsa-
ble de que las zonas no deprimidas den lugar a las cres-
“tas tronco-conales. Esta hipdtesis se basa en parte en
el estudio de Patten y cols. ( 1948 ), los cuales han
mostrado que la gelatina cardiaca en los primeros esta-
dios del desarrollo cardiaco se modifica muy ostensible-

mente bajo el efecto de la corriente sanguinea.

e~
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IT.- EFECTOS DEL FLUJO SANGUINEO SOBRE LAS CELULAS Y

TEJIDOS.

Cualquier intento de correlacidn entre el flujo
sanguineo yrla morfogénesis cardiaca requiere como sustento
una previa demostracidn de que las propiedades fisicas
del flujo sanguineo pueden afectar la estructura y dind-

mica tisular delos tejidos sobfe los que actua.

Existe abundante‘informacién con respecto al efecto
del flujo sanguineo sobre las células endoteliales que
revisten los drganos del aparato circulatorio ( Rhodin,
1980; Reidy y Languille, 1980 ), aunque la mayor parte de
estas observaciones son puramente descriptivas y se basan
en la experiencia de Flaherty y cols. ( 1972 ) del efec-
to del flujo sobre la orientacidn de las células endote-
liales de los vasos sanguineos. En su estudio, Flaherty
observd que las células endoteliales presentan su eje mayor
y el nicleo, orientados en la misma direccidn que la
corriente sangﬁinea, y con el fin de detectar si existe
" una relacidn causal entre amgos fenomenos, desarrolld
un ‘abordaje experimental’que demuestra de manera conclu-
yente el efecto del flujo sobre la orientacidn del endo-
telio. Al realizar una reseccidn de un pequefio fragmento
de 1a pared adrtica del perro y reintegrarlo despuds de
haberlo rotado 902, de tal menera que las células en este

momento en lugar de longitudinales al flujo quedan perpen-
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diculares, observa Flaherty como después de unos dias

las células del injerto vuelven a presentar su eje para-—

lelo al flujo.

En base a este experimento se ha descrito la dispo-
sicidn de las células endoteliales en zonas del aparato
circulatorio que presumiblemente presentan flujos dife-
rentes, encontranddse siempre una correlacidn entre las
caracteristicas del flujo y la-forma del endotelio. Asdi
Clark vy Finke ( 19%4 ) estudiando las valvulas adrticas
humanas con microscopia electrénica de barrido, observa-
ron como el endotelio del aspecto arterial y ventricular
de estas vilvulas se orienta en el sentido de la corrien-
te sanguinea. Similares observaciones han sido realizadas
en diferentes vertebrados y en diferentes etapas del desa-
rrollo ( Bairati y De Biasi, 1981; Ferrans y cols., 1978;
Hurle, 1979; Hurle y cols., 1980; Maron y Hutchins, 1974 ).
Nosotros hemos observado en fetos de ratdn, como a nivel
"~ de los senos de Valsalva las células endoteliales mues-
tran una disposicidn en remolino ( Colvee, 1979 ) que
concuerda con los patrones del flujo en torbellino pro-
puestos por Bellhouse y Bellhouse ( 1968 ) para esta re-~

gidn.

Sarphie ( 1980 ) ha observado que el endocardio de
las vadlvulas auriculoventriculares del perro muestra gran-
des diferencias entre la cara auricular y la ventricul ar.

Estas modificaciones afectan a la densidad celular, pre-
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sencia de microvilli, prominencia nuclear e incluso al
grosor del glicocalix, asi las células de la cara ven-
tricular apenas poseen microvilli y son muy aplanadas,
mientras que por el contrario en la cara auricular las
células son muy prominentes, poseen gran cantidad de
microvilli y de blebs de superficie. Ademis ambas zonas
de la vilvula muestran claras diferencias en la intensi-~
dad de tincidn con marcadores de grupos anidnicos del
glicocalix, tales como el rojo de rutenio, azul-. alcian

y nitrato de lantano.

Algunos autores han sugerido que el flujo sanguineo
no solo determina la orientacidén de las células endotelia-
les,sino que también determina la orientacidn espacial
de los materiales extracelulares segregados por estas
células ( Reidy y Schwartz, 1981 ). En este sentido
Buck ( 1979 ) ha observado que en las arterias las estruc-
turas filamentosas subendoteliales y las fibras elasticas
adoptan una disposicidn longitudinal al flujo, e incluso
ha sugerido que la organizacidén de este material puede
a su vez determinar la orientacidn espacial del misculo
liso. En base a estos datos podria sugerirse que las fuer-
zas hemodindmicas no solo condicionan la orientacidn del
endotelio vascular sino también la organizacidn de los

tejidos que lo rodean.

Un aspecto importante que surge de los estudios

comentados anteriormente es si la precisa orientacidn de
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las células endoteliales posee una base ultraestructural,
es decir si tal orientacidn de las células es debida a

la organizacidn del citoesqueleto, o por el contrario si
se debe unicamente al efecto mecdnico del flujo. En este
sentido cabe resaltar el reciente estudio de Roger y
Kalnis ( 1981 ), ya que estos autores han demostrado con
témicas de inmunohistoquimica que las células endoteliales
de la aorta de los/mamiferos poseen un complejo armazdn

de microtibulos, los cuales estdn orientados de manera
precisa siguiendo la direccidn del flujo. Ademis estas
células poseen de manera constante el centriolo en situa-
cidn proximal al nicleo respecto al sentido de la corrien-
te sanguinea. Estos datos permiten suponer que el efecto
del flujo sanguineo tiene lugar de manera mids o menos
directa sobre el citoesqueleto celular. Sin embargo hay
que seflalar también,que el endocardio durante los primeros
estadios de su desarrollo esta orientado de manera pre-
cisa, pero en sentido perpendicular al flujo, y esta
orientacidn es también dependiente del citoesqueleto

( Icardo y cols., 1982 ). Aunque estos datos parecen
oponerse a los resultados observados en el resto de estu-
dios mencionados anteriormente, el hecho puede ser debi-
do a que en los primeros estadios del corazén la fuerza
hemodindmica puede ser minima, y el endocardio estd par-

ticipando de manera activa en la morfogénesis del corazdn.

Algunos trabajos se han centrado diréctamente en el

¢

estudio experimental del flujo sanguineo sobre las célu-
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las y los tejidos del esbozo cardiaco, asi Pexieder

ha analizado los cambios celulares producidos en el
corazdn embrionario de pollo tras alterar experimental-
mente el flujo sanguineo ( Pexieder, 1975, 1976, 1977,
1978 ). El modelo experimental empleado por Pexieder
consiste en la ligadura con microclips del sexto arco
adrtico en el cuarto dia del desarrollo, lo que puede
considerarse como una estenosis pulmonar experimental

( Pexieder, 1978 ). Bajo estas condiciones, el corazdn
desarrolla bisicamente una comunicacidn interventricular
de localizacidn subadrtica, y Pexieder ha observado que
desde el punto de vista citoldgico lo que se produce son
alteraciones en el endocardio ( Pexieder, 1976, 1977 ) y
en los patrones de muerte celular de las crestas tronco-
conales ( Pexieder, 1975 ). Ocho horas después de la
operacidn comienzan a observarse modificaciones en la
morfologia del endocardio, consistentes en la pérdida de
- protusiones celulares y formacidn de amplias hendiduras
intercelulares. En etapas posteriores ( 16 horas mis tar-
de ), aparecen fagocitos atravesando el endotelio, junto
a la formacidn de amplias hendiduras intercelulares.
Cambios similares a los encontrados por Pexieder en el
endocardio, han sido también descritos en el endotelio
vascular al aumentar la velocidad de flujo ( Fry, 1968 ).
En cuanto a los patrones de muerte celtilar del mesén-
gquima de las crestas troncoconales, los resultados obte-
nidos por Pexieder muestran que se produce una intensi-

ficacidn del patrén de muerte, aumentando de manera no-
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table los fagocitos. Reidy y Languille ( 1980 ) han
observado también que la ligadura parcial de la aorta
produce una reordenacidén de las células endoteliales, y
la ligadura de la arteria renal hace que en la zona dis-
tal a la ligadura, las células se redondeen y pierdan la

- s &
orientaciodn.

Hay que sefialar sin embargo que todos los datos ex-—
puestos anteriormente deben de mantenerse actualmente con
grandes reservas con‘motiQO de la publicacidn reciente de.
Jackman ( 1982 ). Este autor ha desarrollado una técnica
~de cultivo de amplios fragmentos de aorta, y bajo este
modeio experimental ha observado que si se desnuda de en-
dotelio una:zona de la pared adrtica tiene lugar una rege-
neracidén del mismo a partir de los bordes de la herida,
recubriendose nuevamente la zona desendotelizada. E1 hecho
clave de este estudio es que bajo estas condiciones el en-
dotelio se dispone también siguiendo el eje del flujo atin
cuando este no existe en el medio de cultivo. Este hecho
aparentemente desacredita toda hipdtesis sobre el efecto
del flujo en 1la orientaciéﬁerl endotelio, sin embargo
Jackman reliza varios tipos de experiencias para compro-
bar definitivamente este efecto, y sus resultados muestran
que la reorientacidén del endotelio depende del modo en
que se lesione el material extracelular subendotelial,
de tal manera que si la lesidn de este tiene lugar en la
direccidn del flujo se produce la regeneracidn tal como
hemos’ descrito, pero si la lesidn destruye el material

extracelular perpendicularmente a la direccidn del
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flujo, entonces la regeneracidn se retarda y las células
no se reorientan. Concluye Jackman en su estudio,seflalan-—
do que sus datos evidencian una relacidn directa entre el
material extracelular y la orientacidén del endotelio en ! -
lugar del hipotético efecto del flujo sobre el endotelio.
éin embargo también sefiala que sus datos sugieren que el
flujo determinaria la ordenacidn del material extracelu-
lar subendotelial y de esta manera indirectamente determi-
naria la orientacidén del endotelio. Este dato se apoya

en el hecho de que la reordenacidén del endotelio que se
produce en experiencias in vivo, tales como la de Flaher-
ty ( 1972 ) tiene lugar a los tres dias, mientras que en
sus estudios in vitro el fendmeno tiene lugar tan solo en
24 horas. La diferencia de tiempo daria lugar a una posi-.

ble reordenacidn previa del material subendotelial.
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TIIL.- MODELOS ARTIFICIALES Y CIRCULACION SANGUINEA

Tal como ya hemos comentado, la realizacidn de
estudios experimentales sobre los efectos morfogenéticos
del flujo sanguineo en el corazéﬁ resuwltan ser muy difi-
ciles tanto en su disefio como en la valoracidn de los
resultados, por estos motivos un cierto nlmero de tra-
bajos se han orientado a reproducir en modelos artifi-
ciales los efectos bioldgicos de las fuerzas hemodini-

" micas. Dentro de este tipo de abordajes pueden distin-
guirse dos grandes grupos, los modelos disefiados para
confirmar la formacidn de dos flujos independientes en
maquetas simulando lo que sucede en el esbozo cardiaco,
y otro grupo de trabajos que tratan de demostrar los

‘efectos morfogenéticos del flujo, tales como la forma-. .

cidn de vilvulas o de tabiques en modelos pldasticos.

Para tratar de confirmar la existencia de dos co-~
rrientes sanguineas de flujo laminar, tal como parecen
estar dispuestas en el corazdn embrionario normal, se
" han empleado modelos en su ﬁayoria de cristal, a los que
se perfunde con un liquido coloreado o con agua. Este
tipo de estudios tiene sus antecedentes mids antiguos en
la obra de Leonardo Da Vinci, tal como sefiala McMurrich
( 1930 ) en su historia sobre Leonardo, este genial autor
habia propuesto la elaboracidn de modelos de cristal

para ver el efeécto de la corriente sanguinea sobre las

-
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P .
valvulas semilunares, aunque parece que nunca llegd a

realizar tales experimentos.

En lo que se refiere al esbozo cardiaco, Bremer
( 1932 ) realizd algunas maquetas del asa cardiaca
en cristal, las cuales eran perfundidas con agua y ob-
servé que podia repetirse aisladamente cada una de las
corrientes observadas en el corazdn. Intentando realizar
el experimento de una manera mas completa, Bremer traté
de repetir la expefiencia pero utilizando reconstruccio-
nes en cera de corazones cortados seriadamente, pero en
este tipo de experimentos no se podia repetir la orga-
nizacidn en dos flujos posiblemente por la distorsidn
que sufre el corazdén al incluirle y cortarle. Siguiendo
la linea de Bremer, Goerttler ( 1970 )} ha diseflado en
cristal un modelo similar pero de diferentes estadios’
del desarrollo, tratando de reproducir de la manera mas
fidedigna la forma del corazén normal. Estos modelos
eran perfundidos por su polo venoso con una solucidén de
tinta china y en ellos se podia reproducir de manera muy
fidedigna las dos corrientes sanguineas, siempre que la
velocidad de perfusidn fuese la adecuada para conseguir
un flujo laminar. En un intento de dar un paso mas,
Goerttler disefié también asas malformadas y al perfun-
dirlas observaba alteraciones en el flujo. Como conclu-
sidn de sus estudios Goerttler afirma que el desarrollo

del corazdn estd determinado genéticamente en sus prime-

@
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ras fases ( hasta la formacidn del asa cardiaca ) y que
la contraccidén de esta asa a su vez interviene de manera
decisiva en la tabicacidn cardiaca al generar un flujo
sanguineo. Segin esta hipdtesis una alteracidén en la for-
ma inicial del corazdn, va a determinar una serie de
acontecimientos hemodindmicos en cascada que serian los
responsables de la gran variedad y complicacidn de las

malformaciones cardiacas.

Con respecto a los modelos elaborados para imitar
el efecto morfogenético del flujo, el modelo mds sen-
cillo ha sido diseflado por Barthel ( 1960 ). Este modelo’
consta de dos tubos de goma, uno de pared finé y de
grueso calibre y otro de pared gruesa y de menor cali-
bre, metido dentro del anterior. El espacio entre los
dos tubos se rellena de polietileno junto con un ecatali-
zador de su polimerizacidn, y antes de que tenga lugar
ésta, se perfunde el tubo interno con agua, al tiempo
que se deforma la disposicidn de los tubos de manera
previamente planificada. Después de la polimerizacidn
se realizan cortes de los tubos y se puede observar la
formacidn de protusiones hacia la luz de los tubos de-
terminada por la disposicidn del polietileno.Aunque
este modelo no se ajusta de manera fidedigna a los
cambios ni a la morfologia del esbozo cardiaco, si
parece demostar que las caracteristicas del flujo
pueden determinar la formacidén de relieves en la luz de

los vasos que posean una pared deformable como puede
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ser la gelatina cardiaca en el caso del corazdn.

Mis sofisticado que el modelo de Barthel es el ela-
borado por Redbard ( 1956 ) para explorar los mecanismos
que pueden dar lugar a una estenosis vascular. Este mode-
io consta fundamentalmente de dos tubos rigidos, uno de
los cuales converge sobre el otro en angulo recto; ambos
tubos se encuentran revestidos de silicona con un espesor
de aproximadamente S5mm., de tal forma que la luz del
tubo revestido de silicona tiene un didmetro de 10mm.

Dos depdsitos de agua conectados a cadauno de los tubos
permite modificar la velocidad del flujo con la que se per-
funden los tubos. Todo ello se encuentra en el interior

de una campana transparente que permite observar en cual-
quier momento las modificaciones que puedan producirse

en el revestimiento de silicona. Cuando los tubos se
perfunden a velocidades bajas solo se observan pequefios
cambios en el revestimiento interno del vaso, sin embargo
al aumentar la velocidad del flujo se produce un cambio
rdpido en la pared del vaso con un estrechamiento pro-
gresivo de la luz, asi como'una disminucidn en la veloci-
dad de progresidn del flujo. En la zona de convergencia

de ambos tubos se observa un actmulo de silicona, al tiem-
po que aparece otro monticulo semejante en la pared opues-
ta. El tamafio de estos monticulos o cojinetes normalmente
es desigual, asi como su momento de aparicidn. Los coji-
netes tienden a aumentar progresivamente produciendo una

”

estenosis mds o menos marcada, y reduciendo la velocidad
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del flujo, a pesar de no haberse dodificado la velocidad
de perfusidén. La superficie de los cojinetes que se situa
distalmente puede excavarse, de tal manera que la estru-
tura que se forma recuerda a la de una vdlvula, con su
borde libre hacia la luz. La induccidn y progresidn de
cojinetes en zonas concretas, esti relacionada y puede
ser explicada por el comportamiento de la velocidad del
flujo en estos puntos. Al elevarse la velocidad en una
zona estrechada, la presidén que ejerce el flujo lateral-
mente disminuye, eﬁ relacidn con el principio de conser-
vacidén de energia. En el modelo de Rodbard la zona de
convergencia de los dos tubos es donde la velocidad de

la corriente tiende a incrementarse y la caida de la
presién lateral favorece el actimulo de silicona en forma
de cojinetes o monticulos. El proceso de estrechamiento
tiende a hacerse progresivo a causa de que los cojinetes
desvian las lineas de flujo rde su trayecto rectilineo
normal; la posterior aceleracidn del flujo con la conse-
cuente caida de la presidn lateral en esta zona, crea las
condiciones para un progresivo aumento de los cojinetes,
hasta incluso, conseguir una obstruccidén del vaso. Sin
embargo antes de llegar a la obstruccidn total del lecho,
cuando solo permanece una pequefia abertura, la resistencia
al flujo se incrementa de acuerdo con la ley de Poiseulle
y la velocidad de la corriente se reduce, aumenta la pre-
sidn lateral sobre el cojinete con lo cual el actimulo de
material tiende a disponerse lateralmente, reabriendo el

“«

lecho. La formacidn de estructuras valvulares, que parece
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ser el resultado del hecho de que la alta velocidad de
flujo a lo largo del orificio estrechado entre dos coji-
netes produce un gran momento de fuerza que no puede
seguir a la corriente principal. A causa de ello las
lineas de corriente separadas de la pared producen una
bolsa de fluido relativamente estdtico. En esta regidn

la mayor presidn lateral excava el extremo distal del
cojinete formando una estructura semejante a una valvula.
Las fuerzas de rozamiento del fluido tienden a arrastrar
material de las zoﬁas prominentes ( cojinetes o vadlvulas ),
pudiendo desprenderse pequefios fragmentos,los cuales al
principio forman estructuras polipoides, alargadas, y

que mds tarde pueden desprenderse totalmente siendo arras-
tradas por la corriente. Los experimentos de silicona
proporcionan una informacidn sobre el mecanismo potencial
de valvulogénésis, asi como de la progresidn de lesiones

estendticas.,

En un intento de aplicar estos resultados a un mode=
lo vivo, Rodbard ( 1956 ) seflala que el crecimiento poten-
cial de la intima de un vaso se encuentra normalmente
inhibido pbr el efecto de la presidn sanguinea, la cual
ejerce una presidn lateral sobre el endotelio ( fuerzas
de friccidn ). Asi es posible que al disminuir esta pre-
sidén lateral, como sucede al aumentar la velocidad de
la corriente en una zona estrechada de un vaso, este
efecto atréfico de la corriente sanguinea seria eliminado,

3

y las células endoteliales libres de la presidén de la co-
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rriente sanguinea podrian perder su forma aplanada, hacien-
dose redondeadas y con capacidad de proliferar, formando
‘estructuras como cojinetes, vdlvulas u obstruyendo la luz
del vaso. El modelo de silicona recuerda a grandes rasgos,
sefiala Rodbard, la formacidn de vdlvulas en el corazdn

o en las venas. En primer lugar, tal como sucede en el
corazdn al desarrollarse las vdlvulas semiiunares; se
produce la aparicidn de cojinetes,al avanzar el desarro-
1lo tanto del modelo de Rodbard como del corazdén embrio-
nario, estos cojine%es se excavan en su extremo distal a
la corriente, dando lugar'a una estructura prominente
hacia la luz y con uno de sus aspectos o superficies exca-
vada. Asi mismo el desprendimiento de material de las
zonas mids prominentes , adquiriendo una forma polipoi-
de, recuerda a los nédulos de Arancio o de Morgagni de
las valvulas semilunares, y el que este material polipoi-
de pueda ser arrastrado por la éorriente:reproduce el
comportamiento de los nddulos de Lamblieu, descritos

por Gross y Kugel ( 1931 )en vilvulas semilunares huma-
nas, los cuales al desprenderse pueden actuar como
émbolos'éLser transportadOS'por‘el arbol circulatorio,

como también sefiala Rodbard.
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IV.~ MALFORMACIONES CONGENITAS

La alta frecuencia con que una malformacidn cardia-
ca dada se presenta asociada a otras malformaciones del

e 0 0] . -
corazon, sugiere la existencia de un mecanismo malforma-
dor comiin, o bien que la lesidn primaria desencadene una
cascada de sucesos que produzcan a su vez otras malforma-

ciones.

La malformacidn primaria modifica entre otros facto-
res el flujo sanguineo normal a través del corazdn; asi
algunas malformaciones cardiacas pueden entenderse desde
el punto de vista de una alteracidén hemodindmica produci-
da por una lesidn cardiaca a otro nivel durante un perio-

do critico del desarrollo o maduracidn del érgano.

El tronco arterioso es una malformacidn que fundamen-
talmente consiste en que de la base cardiaca se origina
una Unica arteria, la salida del ventriculo derecho e
izquierdo es comin y se acompaila de una comunicacidn
interventricular. Esta malformacidn es dificil de inter-
pretar, y asi se han propuesto diferentes teorias tratan-
do de explicar su origen. Van Praagh y Van Praagh ( 1965 )
atribuyen el cuadro malformativo a una ausencia del cono
pulmonar; Van Mierop ( 1970 ) a una alteracidn de las
crestas troncoconales con falta de tabicacidn adrto-pul-
monar; otros han postulado una base hemodindmica en su

genésis ( Maron y Hutchins, 1972; Steiner y Finegold,
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1965 ). Recientemente Rotko y cols ( 1980 ) han anali-
zado estas teorias estadisticamente por medio de un and-
lisis computarizado, basado fundamentalmente en el hecho
de que la teoria que implique una menor lesidn inicial y
por lo tanto explique la mayoria de las lesiones que acom-—
pafian al cuadro como hechos secundarios a la lesidn ini-
cialyes la mds adecuada. Sus resultados muestran que
ninguna de las teorias explica algunas malformaciones
presentes, tales como la comunicacidn interauricular o

los defectos del Eanal auriculoventricular; sin embargo,
ya que la‘teoria hemodindmica, que localiza la lesidn pri-
maria en una maldireccidén de las corrientes del tracto de
salida ventricular con fusidn de dichas corrientes, es la
que presenta una menor lesidn inicial y explica el resto
de malformaciones como secundarias a la fusidn de las co-~
rrientes del tracto de salida ventricular, piensan que es

4 . .
una teobria importante a considerar.

Becker y cols. ( 1971 ) estudian la estructura de la
vdlvula semilunar en varios casos de tronco arterioso co-
min, y observan como la vilvula presenta un engrosamien-
to en la mitad cefdlica de las valvas en diferentes gra-
dos. Este engrosamiento consiste en un tejido conectivo
mucoide semejante al de la esponjosa; entremezclados con
este tejido se observan fibras elisticas y de coldgeno,
que en ocasiones se agrupan formando un nicleo de tejido

conectivo denso. Esta alteracidn estructural, segin los
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autores, es debida fundamentalmente a cambios adquiridos,
secundarios a diferentes formas de tensidn andmala deri-
vada de la presencia de comunicacidn interventricular con
un importante shunt. Ya que estas alteraciones en la es-
tructura de la valvula semilunar del tronco arterioso co-
min, son mds manifiestas con la edad del paciente, y no
estin presentes o son muy poco manifiestas durante el
primer afio de la vida , puede considerarse que esta alte-
racidén estructural no estid relacionada con las alteracio-
nes embrioldgicas que conducen a un tronco arterioso co-
min, sino mds bien son el resultado de un flujo sanguineo
anormal producido por las caracteristicas especiales de
la circulacidn en pacientes con esta malformacidn. Lesio-
nes estructurales semejantes a las observadas en la val-
~vula semilunar en casos de tronco arterioso comin por
Becker y cols. ( 1971 ), se han descrito en las vdlvulas
pulmonares en casos de defectos en la tabicacidén auricu-
lar ( Okada y cols., 1969 ). Ademds Moore y cols., ( 1980)
sefialan a propdsito de las malformaciones de las valvu-
las semilunares como en la mayoria de los casos no corres-—
ponden a alteraciones en st desarrollo inicial, sino que
se producen tras la aparicidn de un esbozo valvular
normal el cual se altera en las Wltimas etapas embriona-
rias o durante la vida fetal. Asi mismo la alta inciden-
cia con que estos casos estdn asociados a otras malforma-
ciones cardiacas ( solo un 18% de las vdlvulas adrticas
¥y un 9% de las pulmonares malformadas no presentaban

otra malformacién cardiaca ) hace pensar a los autores
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que un posible mecanismo en su formacidn sea una despro-

porcidn de flujo entre los tractos de salida ventricul a-
. . « & P .

res, pudiendo producirse la fusion de una o mas comisuras

de los velos al reducirse el flujo en un vaso.

Por otro lado, la formacidn de estructuras semejan-
tes a las vdlvulas en zonas donde la corriente sanguinea
estd alterada, sugiere que la valvulogénesis normal pue-
de ocurrir al menos en parte, bajo unas condiciones hemo-
dindmicas semejantes a aquellas que favorecen la aparicidn
de valvuloides. En este sentido, Hutchins y Maron ( 1972 )
observan unas estructuras valvulares en el endocardio de
la zona proximal al flujo, en vilvulas insuficientes, tan-
to adrticas como mitrales y tricuspideas. Estos valvuloi-
des presentan una estructura semejante a las valvulas
normales, y ademis puede explicarse su formacidn desde el
punto de vista de una alteracidn hemodindmica debida al
reflujo de sangre producido por la vdlvula insuficiente.
Estructuras similares han sido también observadas en ca-
sos de coartacidén de la aorta ( Hutchins, 1971 ), preci-
samente en la zona donde el orificio estd mis estrechado,
o en el endocardio del ventriculo derecho en la tetralo-

gia de Fallot ( Winn y Hutchins, 1973 ).

Pero no solo las malformaciones. de las valvulas
semilunares han tratado de explicarse desde el punto de
vista de una alteracidn hemodindmica, también en otras

i
malformaciones cardiacas se ha tenido en cuenta este
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factor en la interpretacidén de su etiologia.

La coartacidén yuxtaductal de la aorta, la cual pre-
senta el aspecto de ser una zona de ramificacidn del duc-
tus, se ha explicado ( Hutchins, 1971 ) precisamente
como un punto de ramificacidén del ductus. Para que la co-
rriente del ductus se divida y vascularice la porcidn
de la aorta proximal y distal al ductus, es necesario que
en la zona proximal o preductal, exista una presidn san-—
guinea menor a la del ductus; solo se produciria esta
malformacidn en corazones en los que la presidn ductal
exceda a la de la aorta, y no apareceria en aquellos en
los que la adrtica supere a la ductal. Pues bien, Hutchins
( 1971 ) observa como de 173 atresias o estenosis .adrti-
cas, 101 presentaban coartacidn de este tipo, mientras
que de las 501 estenosis o atresias pulmonares ninguna
presentaba coartacidén. En este sentido Shinebourne y
Elseed ( 1974 ) desarrollan la hipétesis, de acuerdo con
sus observaciones, de que la coartacidén es evitada cuando
el flujo de la arteria pulﬁonar principal esta reducido
en el feto. Otros autores-( Rudolph y cols., 1972 ) han
postulado bases hemodindmicas para la formacidn de estre-

chamientos en la aorta.

Una rara alteracidén como es la interrupcidn del ar-
co adrtico, caracterizada por la pérdida de continuidad
entre el arco adrtico y la aorta descendente, se ha inter-

pretado como una alteracidn del patrdén circulatorio.
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- Moore y Hutchims ( 1978 ) han descrito en esta malfor-
macidén un patrén que sugiere un flujo preferencial hacia
el sexto arco adrtico y en consecuencia una disminucidn
hacia el cuarto durante la formacién de los mismos. Es-
ta malformacidn puede interpretarse asociada con malfor-
maciones cardiacas y de las grandes arterias que se acom-
pafien de un flujo reducido hacia el cuarto arco adrtico
durante la vida embrionaria. Celoria y Patton ( 1959 )
han sugerido que en esta malformacidn la lesidn primaria
‘es una comunicacién interventricular con un shunt que
produce un flujo disminuido en la aorta; sin el.estimu-
lo de una presidén suficiente en el arco adrtico, este de-

tiene su formacidn o regresa, y el lecho en el que la

presidén ha permanecido relativamente alta se mantiene.

En la tetralogia‘de Fallot se han postulado varias
hipdtesis con el fin de explicar su formacién. La expli-
cacidn cldsica es de una malseptacidn, en la que el cono
arterioso resulta dividido de forma desigual, formando-
se un pequefio infundibulo pulmonar, y parcial en su zona
inferior, produciendose una comunicacidén interventricular.
Otras explicaciones mds recientes, como la presentada por
Van Praagh y cols.( 1970 ) es la de hipoplasia ventricu-
lar. Winn y Hutchins ( 1973 ) explican un nuevo mecanis-—
mo patogenético en esta malformacidn; durante la morfogé—
nesis cardiaca y antes de completarse la tabicacidn ven-
tricular, se produce una divisidn en el flujo de eyeccidn

del ventriculo derecho, parte de él atraviesa la comunica-
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cién y entra en el ventriculo izquierdo, y el resto sigue
el trayecto infundibular de la arteria pulmonar. Esta
divisidén del flujo de salida del ventriculo derecho esta
producido en la mayoria de los casos ( 95% ) por una
malformacidn estenosante de la vadlvula pulmonar. El flu-
jo transeptal que atraviesa la comunicacién interventri-
cular, mantiene abierta esta comunicacidn,y la disminucidn
del flujo infundibular derecho produce un infundibulo pe-

quefio.

Ya que‘las alteraciones hemodindmicas parecen desem-
pefiar un papel importante en el desarrollo de algunas mal-
formaciones cardiacas, se han realizado diferentes tipos
de experiencias modificando el flujo sanguineo embrio-
nario y observando como esta modificacidén influye o no
en el desarrollo del corazdn. Podemos incluir en este
grupo de experiencias las siguientes:
1.~ Liéadura de los arcos adrticos.
2.~ Extirpacidén de un esbozo pulmohar.
3.~ Constriccidn de la regidn del cono ( parte baja del

bulbus cordis ).
4.~ Ligadura de una de las auriculas.
.- Induccidn de alteraciones hemodindmicas por agentes
quimicos.

La técnica de ligadura de los arcos adrticos ha sido

puesta a punto por Rychter y Lemez ( 1961 ). Estos auto-

res ligando con microclips de plata el sexto arco adrtico
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del embridén de pollo observaban que se producia una per-
sistencia del cuarto arco izquierdo. La disposicidn del
flujo sanguineo en estos embriones intervenidos quirur-
gicamente se estudidé mediante la inyeccidn de azul de
Evans, se podia observar que el flujo del ventriculo
derecho se dirigia preferentemente al cuarto arco adrti-
co izquierdo y en ocasiones al tercero, en lugar de ir
al sexto arco adrtico como ocurre normalmente. Pexieder

( 1978 ) estudid en este modelo ~ las alteraciones he-
modindmicas en términos de modificaciones producidas en
la presidn sanguinea, observando que tras ligar los arcos
sextos se producia de manera inmediata un incremento de
3 a 4 mm. de agua en la presién de los arcos tercero y
cuarto izquierdos. Estos hechos se seguian de una adap-
tacidén de las presiones en el corazdn, produciendose una
dominancia del corazdn izquierdo en lugar del dominio
derecho fisioldgico a estas edades. Desde el punto de vis-
ta de la organogénesis del corazdn esta intervencidén pro--
duce una alta frecuencia de comunicaciones interventri-
culares de localizacidn subadrtica. Todos estos datos ha-
cen pensar en una relacidn’ directa entre las alteraciones
~del flujo y las malformaciones producidas, cuya base ci-~
toldgica estudiada por Pexieder ( 1978 ) hemos comentado
anteriormente. Otras variedades de este experimento ta-
les como ligar otros arcos adrticos o ligar varios arcos
a un tiempo, o incluso electrocoagular los arcos, fueron
realizados por diferentes autores ( ver revisidn de

Rychter, 1962 ). En estas experienciasise producen alte-
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raciones en el patrdn de los arcos arteriales pero no
suelen ser concomitantes con comunicaciones interventri--

culares como ocurre tras la ligadura del sexto arco .

La técnica de extirpacidén de un esbozo pulmonar ha

sido disefiada en el embridén de pollo por Clark y cols.

( 1978 ), debido a la frecuencia con que alteraciones

del patrdn vascul ar y bronquial del pulmdén se acompafian de
.alteraciones cardiacas. Desde el punto de vista hemodi-
ndmico se supone.que la alteracidn es similar a la liga-
dura del sexto arco adrtico ya que se realiza antes de
que tenga lugar la tabicacién cérdiaca, vy en definitiva
lo que produce es una disminucidn del tefritorio de dis-
tribucidn de las arterias pulmonares. En este modelo ex-
perimental ademds de un menor desarrollo de la arteria y
de las venas pulmonares se produce en un 75% de los casos

comunicaciones interventriculares.

Las técnicas empleadas para producir una constriccidn
de la regidén del cono son muy variadas, todas ellas se
~hacen en el embridn de pollo antes de que tenga lugar la
tabicacidén cardiaca ( ver esquema IV ). Clark y Rosenquist
( 1978 ) realizan este tipo de experiencia pasando un
hilo de nylon de 10-0 alrededor del cono, hasta hacer una
lazada que reduce sensiblemente el didmetro del cono. En
estas condiciones se producen ausencias o hipoplasias del
cuarto arco adrtico derecho y comunicaciones interventri-
culares localizadas de manera preferente por encima de

la cresta supraventricular. Gessner ( 1978 ) realiza una
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intervencidén similar, pasando un hilo de acero inoxida-
ble de 5-0 por detris del cono, manteniendolo 48 horas,
después de las cuales retira el hilo. Con esta técnica
se produce una alta incidencia de comunicaciones inter-
ventriculares de localizacidn subadrtica. La comunica-
cidn interventricular se acompafia en muchos casos de
doble salida de las arterias del ventriculo derecho,y

en algunos casos de doble entrada total o parcial en el
ventriculo izquierdo, ademis de alteraciones variadas

de los arcos adrticos, dentro de las cuales cabe resal-
tar el origen frecuente de la arteria coronaria derecha
de la arteria subclavia del mismo lado. Domenech Mateu

y Reig Vilallonga ( 1980 ) obtienen resultados pare-
cidos introduciendo un hilo de nylon de 90 pm de diime~
tro en lugar del hilo de acero de Gessner. Dor y Corone
( 1981 ) realizan las constricciones mediante la aplica-
- cidén de un pequeflo fragmento de membrana de la ciscara
de huevo ( membrana papiracea ) o de mica dentro del es-
pacio pericidrdico en la proximidad del cono. En este ti-
po de experiencias se producen alteraciones en la dis-
posicidn de los grandes vasos vy estos autores las con-
sideran causadas principalmente por una alteracidén mecé-
nica del desarrollo, sin embargo la similitud de esta ex-
periencia con la de Gessner , hace que se pueda clasifi-
car dentro de este capitulo, ya que sin duda se acompa-
fia de alteraciones hemodindmicas. Una experiencia similar
es la de Rychter ( 1962 ) en la que la intervencidén con-

3

siste en colocar un rombo metdlico abrazando la regidn
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del cono. El dispositivo se coloca a los 3-4° dias del
desarrollo del embridén de pollo y se mantiene durante 48
horas al igual que en las experiencias de Gessner. Los
resultados son también similares a los de Gessner ya que
se produce una comunicacidn interventricular y un ventri-

|
culo derecho con doble salida arterial.

Las ligaduras de las auriculas se han realizado con
el fin de alterar el flujo antes de su paso hacia la ca-
vidad ventricular. Rychter ( 1962 ) realizdé estos experi-
mentos utilizando amplios clips de plata con los que pin-
zaba la auricula derecha o la izquierda,en el cuarto dia
de incubacidn del embridén de pollo. Cuando ligaba la auri-
cula izquierda esta sufria una gran hipoplasia e incluso
desaparecia, el ventriculo izquierdo se hacia también
hipopldsico, lo mismo que la cdmara de salida y el arco
‘aértico hasta el origen del ‘tronco braquiocefilico. ,
todo esto se acompafiaba en un 25% de los casos de una
comunicacidn interventricular. La ligadura de la auri-
cula derecha producia una hipoplasia derecha menos marca-
da que en el caso izquierdo, asi,practicamente no se
obtenian estenosis pulmonares, sin embargo la comunica-
éién interventricular aparecia en un 60% de los casos y
mostraba principalmente una localizacidn subpulmonar.
Similares experiencias ( ver esquema V ) han sido rea-
lizadas por Sweeney y cols. ( 1980, 1981 ) pero en lugar
de un clip metdlico empleaban un hilo de nylon de 10-~0.

Sus resultados muestran en un 67% de 1bs embriones ope-
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rados una hipoplasia izquierda después de ligar la auri-
cula del mismo lado, al igual que los resultados de
Rychter ( 1962 ). Una experiencia algo diferente a esta,
aunque similar en sus consecuencias es la de Harh vy
cols. ( 1973 ). Estos autores introducen un hilo de ny-
lén en la auricula izquierda hasta alojarlo en el ori-
ficio auriculoventricular con el fin de producir una
estenosis del mismo. Los resultados son similares a la

ligadura de la auricula.

Ante la dificultad de ampliar los diferentes expe-
rimentos para producir alteraciones hemodindmicas por
via microquirirgica, diferentes autores han optado por
la administracidén de drogas que hipotéticamente altera-
rian el flujo; sin embargo con la excepcidn de drogas
simpaticomiméticas no existe ningiin otro producto qui-
mico del que se pueda asegurar que su efecto teratoldgi-
co sobre el corazdn se deba exclusivamente a alteracio-

nes hemodindmicas.

Dentro de las drogas simpaticomiméticas se ha estu~
diado con gran detalle un amplio grupo de ellas y se
ha visto que pricticamente todas son capaces de produ-
cir comunicaciones interventriculares y alteraciones del
patrén de los arcos arteriales ( Gilbert y cols., 1981;
Hodach y cols., 1974, 1975 ). Hay que seflalar sin embar-
go, que el efecto se produce antes de que el cora-

' d - » - . )
zOn posea una inervacidn simpitica, aunque parece clara-

mente establecido que el corazdn posee receptores para
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agentes simpaticomiméticos antes de que tenga lugar la
inervacidn simpitica ( Jaffee, 1972 ). Hodach y cols.

( 1975 ) mediante la realizacidén de estudios de dosis-
respuesta con diferentes drogas simpaticomiméticas,

han elaborado una tabla de intensidad teratogénica en

15 que la secuencia de mayor a menor es la siguiente:

19 isoproterenol -, 22 epinefrina, 32 fenilepinefrina,

4° norepinefrina. Por otro lado la administracidn de
propanolol ( agente B-bloqueante ) hace desaparecer la
incidencia de malformaciones producida por isoprotere-
nol, lo que permite suponer que el efecto teratogénico
esti ligado a una estimulacién B ( Gilbert y cols.,

1981 ). En un intento de averiguar si el efecto podia
ser debido de manera selectiva a una estimulacidén B-1
que controla los efectos cronotrdpicos e inotrépicos

en el corazdn, o a receptores B-2 que producen vasode-
presidn y broncodilatacidén, Gilbert y cols. ( 1981 )
observaron que la administracidén de isoproterenol jun-
to a un bloqueante selectivo de receptores B-1 ( practo-
lol ) , inhibe el efecto teratogénico y este no se mo-
difica cuando se utiliza un bloqueante B-2 como la bu-
toxamina. Con el fin de averiguar si el efecto de los sim-
paticomiméticos actuaban directamente sobre el miocar-
dio o lo hacen a travds de su acumulacidén en neuronas
simpdticas postganglidnicas, se pretratéd a los embfioées
con cocaina la cual evita tal acumulacidn en neuronas
simpaticas. En estas condiciones se potencia enormemente

el efecto teratogénico de la epinefrina y de la norepine-
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frina ( Gilbert y cols., 1976 ). También se han explo-
rado los posibles mecanismos basicos del efecto terato-
génico, por ejemplo la administracidn de teofilina y de
cafeina, drogas que potencian el efecto B-adrenérgico de
estimular la formacidn de AMP ciclico, ya que inhiben
esterasas que degradan el AMP ciclico, también potencia
el efecto teratogénico ( Gilbert y cols., 1981 ). Sin
embargo esta potenciacidn teratogénica podria ser debi-
da a una estimulacidn del paso-de calcio a traves de la
membrana del midcardiocito, ya que tanto los adrenérgi-
cos como las metilxantinas estimulan este efecto, asi de
hecho la administracidn de verapamil que es un potente
antagonista del calcio reduce el efecto teratogénico

del isoproterenol - ( Gilbert y cols., 1981 ). Un dltimo
aspecto estudiado en este‘tipo de experiencias son las
alteraciones fisioldgicas que conducen a las malforma-
ciones. Utilizando para esto el estudio de los efectos
producidos- e inhibidos administrando catecolaminas e -
inhibidores, se ha llegado a la conclusidn de que mien-
tras el aumento del cronotropismo cardiaco apenas inter--
viene, si existe una relacidn intima entre las malforma-
ciones y el incremento de flujo a traves del corazdén

( Cheung y cols., 1977 ).

La acetilcolina es otra de las drogas que presumi-
-

blemente podria producir malformaciones cardiacas por

medio de una alteracidn del flujo. Sin embargo aunque

i

los efectos fisioldgicos sobre el corazdn embrionario
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han sido estudiados ( Roeske y Wildenthal, 1981 ), exis-
ten pocos datos acerca de su efecto teratoldgico; aunque
Ishikaba y cols.( 1975 ) han observado que produce alte-
raciones hemodindmicas en el embridn de pollo que se acom-
pafian en el 39% de los casos de alteraciones cardiacas,
basicamente comunicaciones interauriculares e interventri-
. , . .
culares e incluso en algunos casos se observo la existencia

de transposicidn de los grandes vasos.

Finalmente hay que mencionar que algunos éutofes
han propuesto un factor hemodindmico en la genésis’de‘mal—
formaciones cardiacas producidas por diversos agentes qui-
micos, pero en ninguno de estos casos pueden descartar-
se otros efectos sobre los tejidos del corazdn que puedan
. ser caﬁsantes directos de las malformaciones. Dentro de
este grupo se pueden incluir el azul tripdn ( Fox y Goss,
1958; Stephan y Sutter, 1961; Graboski y cols., 19713
Jafee, 1965, 1977 ), el glicerol-formol ( Gavini y cols.,
1981 ) e incluso la hipoxia ( Graboski, 1966, 1970;
Grabosky y Schroeder, 1968 ).



IXIT.~ MATERIAL Y METODOS




Hemos utilizado para el presente trabajo, embriones
de pollo de la raza Legorn blanco, que fueron incubados
en incubadora a 38,5°C, y de los que se seleccionaron

aquellos que se encontraban perfectamente desarrollados.

Se utilizaron embriones de edades comprendidas
entre el 32 al 172 dia de incubacidn. Una vez sacrifi-
cados se comprobaba su estadio segin las tablas de

Hamburger y Hamilton ( 1951 ).

Para realizar la presente tesis doctoral, se han
empleado técnicas de microscopia dptica y electrdnica
de transmisidn y de barrido, asi como técnicas histo-

quimicas para microscopia dptica.

98



IIIa.~ Microscopia Jptica.

Segin cl siguiente proceder se procesaron cmbrio-—

nes comprendidos entre 7 y 17 dias de incubacidn. Tras

extraer cuidadosamente los embriones del huecvo y sumer-

girlos en solucidn de Ringer de pollo, se extraia el

corazdn mediante diseccidén bajo lupa.

12,~ FIJACION. Todos los corazones fueron fijados en

formaldehido al 10%.

- Preparacidn del formaldchido:

FormaldchidO-............... 1OCCQ

Agua dCStilada R R R 90CC.

22,~ DESHIDRATACION. Sec realizd con pases sucesivos en

alcoholes de la siguiente forma:

Alcohol etilico de 802 ,.... 1 hora
Alcohol etilico de 962 ..... 1 hora
Alcohol etilico de 100%2,.... 1 hora
Alcohol etilico de 1002..... 1 hora

y se aclard despues en dos baflos de xilol,

XilOlIooc.ooo.oooooooooooo 1 hora

Xilol IIX RN 1 hora
9,~ INCLUSION EN PARAFINA. Realizada en dos tiempos,

Parafina blanda ( punto de fusidn

46" 489C 9000 0000000000000 10}101"3)3
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Parafina dura ( punto de fusidn

56—589C sssseessssssssseses 10 horas

A continuacidn se procedid a realizar los bloques de

'y Id » I
parafina. Los corazones asi incluidos se cortaron se-
riadamente a 5~7 micras, en cortes frontales.
42,~ TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA.Para realizar esta
tincidén se procedid previamente a desparafinar las prepa-
raciones mediante pases por bafios de xilol y luego a una
deshidratacién merced a pases sucesivos por alcoholes de
graduacidn decreciente; finalmente se lavaron en agua
destilada, con lo que podia procederse a la tincidn.

3 q P p

Esquematizamos a continuacidén los diferentes pasos:

Xilol T ceceeccvosscsocscnnas 5 minutos
Xilol II L0 N BN IR BE BN JE B K IR BN BN BN AR IR AR N J "
Alcohol de 1002 I i secenee u

t

Alcohol de 1002 TT eceeocace

Alcohol de 809 ss s s s st e "

1

5

5

5
Alcohol de 902 .ssevssesces 5 "

5

5

Agua destilada eeesvessocee

Se realizd a continuacidn la tincidn propiamente
dicha, segun la siguiente forma:
A) Se sumergieron las preparaciones en hematoxilina de
Harris durante 1 minuto
B) Se procedid a una diferenciacidén con alcohol acido.
C) Lavado abundante con agua del grifo.
D) Se realizd a continuacidn un bafio en eosina al 0,5%

durante 2 minutos.
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E) Lavado rdpido en agua destilada para climinar el colo-

F)

rante excedente.

Deshidratacidn en alcoholes segiin el siguiente proce-

der:
Alcohol de
Alcohol de
Alcohol de
Alcohol de

809‘.0000.‘0‘000

969 O R N N N A A ]

100g IQ.0.0.....
1002 IT ceeennve

5 minutos
5 1
5 un
5 i

a continuacidn se procedid a aclarar en xilol,

Xilol Ioou.uoo.o.oooooo.ooo‘S "

Xilol IT esossescccssssoses

5 i

por dltimo se procedid a montar en Cacdax.

Se ha utilizado la hematoxilina de Harris prcparada

por la casa Merck.

-~ Preparacidén de la solucidn de alcohol

dcido:

Acico clorhidﬁico XK

Alcohol de

1 mle

709 esecesossneestO0 ml,

—~ Preparacidén de la solucidn de cosina:

Eosina amarilla ( Merck ) .. 0,5 gr.

Agua destilada ceeevesessesl100 ml,
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- IITb.- Microscop{a electrdnica de transmisidn

Para realizar el estudio ultraestructural de las
valvulas semilunares embrionarias o fetales, hemos se-

guido el siguiente proceder.

1.~ FIJACION

Realizamos el comin método de la doble fijacidn,
consistente en una primera fijacidn en glutaraldehido se-
guido de una posffijagién en tetrdxido de osmio. Este mé-
todo combina las ventajas de ambos fijadores. Se retienen
mis proteinas que cuando se utiliza solamente el osmio y

ademds se conservan igualmente los lipidos.

a) Prefijacidn.- Los huevos de incubacidn fueron abier-
tos, se extrajeron cuidadosamente los embriones y fueron
sumergidos en Ringer de pollo, tras lo cual hemos extrai-
do el corazdn mediante diseccidn bajo lupa. Los corazones
asi obtenidos fueron sumergidos en una solucidn de gluta-
raldehido al 3% en buffer de cacodilato, enfriado previa-
mente en nevera a 292C. En,6 este bafio tras media hora de
fijacidn , se procedid a una microdiseccidn de las céama-
ras de salida ventriculares, conservandose los fragmentos
en los que se encontraban las vidlvulas o esbozos semiluna-
res. Estas piezas se conservaron en una nueva solucidn de

glutaraldehido refrigerado en neveraa 22C por espacio de

3 horas.

'
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b) Postfijacidn.- Después de un bafio en buffer de
cacodilato se pasaba a una solucidn fijadora de A4cido
Ssmico al 1% en buffer de cacodilato. Esta solucidn se
habia preparado con media hora de antelacidén, mantenien-
dose siempre en nevera. Una hora mis tarde se hacia un
repetido lavado en Ringer de¢ pollo y se pasaba a'la des-

hidratacidn .
2 .— DESHIDRATACION

La deshidratacidén se hacia en soluciones de concen-
tracidén creciente de acetona y en éxido de propileno se-~

gin el siguiente programa:

_Acetona al 30% en agua destilada seceveeeseses hora
Acetona al 50% en agua destilada sscesesseeses hora
Acetona al 70% n n cessseseesses hora
Acetona al 70% mds acetato de uranilo al 2% .. toda la
noche. En este paso ademis de continuar la des-
hidratacidén, se realiza una tincidn en bloque.
Como después comentaremos, en esta técnica se
realiza una triple tincidn, primero con el dci-
do dsmico, luego en este paso de acetato de ura-
nilo y en dltimo lugar con acetato de plomo.
Acetona al 90% eeeeevssecsecsssscscscssosne hora
hora

2
Acetona al 100% P T R T YY) 'é‘ hora
1

Acetona al 100% mas sulfato de cobre .soees
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- Acetona al 100% mids sulfato de cobre «eessees 1 hora
El sulfato de cobre tiene como misidén el eliminar
el agua que haya podido adquirir la acetona.

0xido de propilEnNO seseecssscscssscssssssssess 1 hora

Oxido de propileno cosesessscecscesssssssessssss 1 hora
El Sxido de propileno tiene la particularidad de
que ademds de ser un gran deshidratante es capaz
de disolver la araldita que empleamos en la inclu-

sidn, lo que permite que esta sea correcta.
3+~ INCLUSION

Se ha hecho en Araldita de la casa Flucka, segin

la siguiente pauta:

3/4 de Oxido de Propileno y 1/4 de la 12 mezcla de in-
Clusidn ceeessssssscssssssssssssssse 1 hora
2/4 de Oxido de Propileno y 2/4 de la 12 mezcla de in-
ClusSidn ceeessscesssecssssscessseess 1 hora
1/4 de Oxido de Propileno y 3/4 de la 12 mezcla de in-
Clusidn eeeeesesssssessssseccsssssses 1 hora
12 mezcla de inclusidn cesseesssessssess toda la noche
12 mezcla de inclusidn ( en estufa a 372C Jeees
eeeesesssssescscesessss 1 hora

228 mezcla de inclusidén ( en estufa a 602C ).se.

oo-ooooooo-o-ooo;coooco 1 hora

. . 4 . -
A continuacidn se hacian los bloques utilizando

¥
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- cdpsulas de galatina, que se rellenaban con la 22 mezcla
v en ellas se introducian las piezas. Se mantenian por

dos dfas en estufa a 602C. En este paso hay que tener la
precaucidn de evitar que se introduzcan burbujas de aire
y de que el trozo de tejido gquede orientado en el centro

de 1a céipsula.
4.- PREPARACION DE CORTES ULTRAFINOS.

Los bloques asi incluidos se cortaron en un ultra-
microtomo LKB V; obtenidos a unos 700 A, para luego ser
observados en un microscopio electrénico Zeiss EM 100 y
en un Philips 201; también se tomaron cortes semifinos
de un grosor de 0.5 p, que después de ser tefiidos con
~azul de Toluidina, se empleaban como controles de la zo-~

na elegida.
5.~ TINCION DE LOS CORTES.

a) Cortes semifinos.-~ Se tefiian con azul de Tolui-
‘dina al 1% en solucidn de Borax al 1%. Se procedia siem-
pre en un bafio caliente y. posteriormente se realizaba la
diferenciacidn con un bafio de agua del grifo fria. A con-
tinuacidn se secaban sobre una platina caliente y se mon-
taban en Caedax.

o

b) Cortes ultrafinos.- Se recogian del ultramicro-
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" tomo en una rejilla de cobre y se teﬁfan por espacio de
20 minutos en el citrato de plomo, segiin el método de
Reynols ( 1963 ). A continuacidn se lavaban en agua des-
tilada hervida y enfriada y cuando se secaban eran ya
Utiles para ser observados en el microscopio electrdéni-

CO.

Es muy importante realizar el lavado de las rejillas
con mucha meticulosidad evitandé en lo posible el contac-
to de la rejillé con el aire, pues con el CO2 se produ-
cen precipitadoé de carbonato de plomo, que inutilizan

la preparacidn.
- Preparacidn del buffer de cacodilato.-
Cacodilato de s0dio sessseesssse 2514 gre
Ag‘ua desti11ada seeesesecscecee 100 cc.
Igualar esta solucidn a Ph. 7,3 afladiendo A4cido
clorhidrico 1N. |
- Preparacidn de las mezclas de inclusidn.-
a) Primera mezcla:
5 cc. del componente AM de Flucka

5 ccs del componente B de Flucka

0,1 cc. del componente D de Flucka.
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b) Segunda mezcla:

cc. del componente AM de Flucka.
cc. del componente B de Flucka.

cc., del componente C de Flucka.

o O
- -
- N

cc. del componente D -de Flucka.

La primera mezcla debe de mantenerse en estufa a

37°C y la segunda a 60°C.
- Preparacién,del citrato de plomo, Reynols ( 1963 ).

Citrato de S0di0o ssesesessess 1,76 gr.

Nitrato de plomo seeseesseeee 1,33 gre

Agua destilada ssesesesscscse 30 cc.

Agitar durante 30 minutos.

Afiadir a continuacidén 7 cc. de sosa caustica 1 N.

Enrrasar seguidamente hasta 50 cc. mediante agua

destiladae.
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IIIc.- Microscopia electrdnica de barrido.

Los corazones obtenidos dc los embriones sacrifi-
cados se fijaron rdpidamente en glutaraldehido al 3%

en buffer de cacodilato.

Después de unos minutos los corazones cran micro-
disecados bajo lupa con el fin de dejar expuestas las
vdlvulas o los esbozos semilunares, asi como las relacio-
nes de las grandes arterias entre si y respecto a los

ventriculos.

Las preparaciones asi obtenidas, sedejaron durante
1 a 2 horas en una nueva solucidn fijadora. A continua-
cién se lavaron las preparaciones en buffer de cacodila-

to y se procesaron de la’ siguiente manera:

1.~ Deshidratacidén.- Se hizo de forma progresiva

mediante soluciones crecientes de acetona:

Acetona al 507 en agua destilada eeeeeses 1 hora
Acetona al 70% en agua destilada sesesses 1 hora
Acetona al 100% eeevevessvsscsesecsscecssss 1 hora

Acetona al 100% e e 00000 s P00 se 80O ROCBIOOIEEEES

[

hora

2.- Secado de las preparacioncs mediante la técni-

ce del punto critico de Anderson ( 1951 ).
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3+- Las piezas fueron pegadas a continuacidn en
un soporte de aluminio. La maniobra se realizaba bajo
lupa, con el fin de dejar Yas piezas adecuadamente orien-
tadas para su posterior observacidn con el microscopio

de barrido.
4.~ Sombreado con oro en un evaporizador JEOL.

5.~ Las piezas fueron observadas con un microscopio

de barrido Philips SEM 501, operado a 7,5 & a 15 Kv.
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IIId,~ Técnicas histoquimicas. Técnica de la fosfatasa

alcalina.

Hemos hecho localizacidn de fosfatasas alcalinas
en el esbozo de las valvulas semilunares segin la téc-~
nica de Milaire ( 1967 ) que permite emplear cortes se-
riados, y estd especilamente modificada para su empleo
en embriones de pollo. Hemos reélizado esta técnica en
embriones comprendidos entre los estadios 19 al 32 de
Hamburger y Hamilton ‘( 1951 ), segun el siguiente pro-

ceder:

l.~ Fijacidén.- Los corazones fueron fijados en al-

cohol de 962 durante 2 horas en nevera.
2.~ Deshidratacidn.- Se realizd mediante dos pases

de alcohol absoluto de 1% hora cada uno. A continuacidén
se hicieron dos pases de xilol de 11 hora cada uno.

3+~ Inclusidn en parafina.- Se realizd segin la
forma convencional, ya descrita, pero tratandola de
hacer lo mids rdpida posible ( 4 horas en total ).

4+~ Seccidén de los corazones.— Se realizaron
cortes frontales entre 5 y 7 pm.

5+—= Las preparaciones se desparafinaron a continua-
cidn en xilol y se hidrataron en soluciones decrecientes
de alcohol, tras lo cual se realizd la incubacidn de los
cortes sobre el porta-objetos,

6.~ Incubacidn de los cortes durante 2 horas a 37°C

~ R
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en la siguiente mezcla:

Veronal SédiCO.ooooooooo.otnooo SCCo
Nitrato CélCiCO ss e 000 e0 0000 e 5CC.
Glicerofosfato sddico al 2% ..« 5 cc.

Agua destilada s000c00s0s0ess0 s 8 CCoe

Se pasan las preparaciones a continuacidn por una
solucidn de Nitrato cadlcico al 0,5% réipidamente, y a

continuacidn por otra de Nitrato de cobalto al 2% duran-
te 5 minutos. ”

7.- Lavado abundante en agua destilada.

8.~ Se sumergen a continuacidén los portaobjetos en
una solucidn de Sulfuro aménico al 20% durante 30 segun-
~dos y se lavan seguidamente en agua corriente.

9.~ Se deshidratan las preparaciones y se procede

a montarlas en Caedax, con lo cual pueden observarse en

o . ’, .
el microscopio Optico,
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IITe.- Técnica microquirdrgica.

Se han utilizado un total de 450 huevos fecundados
con embriones normales, incubados a 3892C, para la reali-

zacidn de esta técnica.

12 horas antes de realizar la intervencidén los hue-
vos son colocados horizontalmente dentro de la incubado-
ra para que el embridn tienda a ocupar la parte superior
del huevo. Cuando se han alcanzado los 3,5 dias de incu-
bacidn se sacan"los huewvos de la incubadora, y tras lim-
piar la cdscara de la parte superior del huevo con un al-
goddn humedecido en alcohol, se procede a abrirla cuida-

dosamente, dejando el embridén a la vista.

Una vez colocados bajo la lupa de diseccidn se pro-
cede a abrir el saco amnidtico con unas pinzas de relo-
jero-esterilizadas previamente. El abrir el saco amnidti-
co permite el abordaje del esbozo cardiaco. A continua-
cidn se introduce un pequefioc fragmento de hilo de tungs-

_teno de 20pm de didmetro, por detrds de la regidn del
dngulo ventriculo-conal, .de tal forma que la regidn del
cono permanece suspendida en la zona media del hilo, cu-

yos extremos son visibles a los lados del cono.

Los huevos son cerrados con cinta adhesiva y vueltos

a incubar en las mismas condiciones a las previas a la
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intervencién, hasta que alcanzan 7,10, 15 y 17 dias de
- « & § . - -

incubacidn, en cuyo momento los embriones son sacrifi-
cados y los corazones se procesan para observarlos con

microscopia Sptica y electrdnica de barrido.

Tanto la sala de cultivos donde se realizd la inter-
vencidn como todo el material quirlrgico, incluido el
fragmento de tungsteno, fueron esterilizados previamente

mediante autoclave o exposicidn a luz ultravioleta.

50 embriones se emplearon como testigos para la
realizacidn de esta técnica, y para ello se hizo la mis-
. . P - L4 - . .
ma instrumentacioén quirurgica, pero no se introdujo el
fragmento de tungsteno. El desarrollo de estos embriones
no mostraba diferencia significativa con los embriones

no intervenidos.
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IIIf.- Técnica de cultivo.

Con este método hemos pretendido observar el compor-
tamiento de un segmento del tronco-cono, en el cual exis-
te el esbozo de las vdlvulas semilunares, en ausencia de

. . P .
circulacion s anguiliineae.

Hemos realizado cultivos en corioalantoides, incu-
bando embriones receptores de 8% dias y embriones dadores
de 3 dias. Cuando los embriones dadores han alcanzado es-
ta edad,son saérificados y del segmento cardiaco se extir-
pa un segmento de tronco-cono que contenga la zona donde
van a desarrollarse las vdlvulas semilunares. Este seg-
mento se coloca sobre la membrana corioalantoidea de em-
briones de 8% dias ( receptores ), los cuales vuelven a
incubarse durante 48 horas, pasadas las cuales se abren
los huevos y se trata de localizar el segmento implanta-

do sobre la corioalantoides.

El segmento extirpado se fija en glutaraldehido y
en este caso,se ha procesado para la realizacidn de cor-

tes semifinos .



IV.- RESULTADOS
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I.- Desarrollo de las vilvulas semilunares normales.

El desarrollo de las valvulas semilunares, desde
el punto de vista embrioldgico y estructural, puede
ser dividido en tres grandes periodos { Hurle, 1979 ).
En el primer periodo tiene lugar la aparicidn de los
esbozos de los velos valvulares, el segundo periodo se
caracteriza por la formacidén de los senos de Valsalva
y finalmente en el tercer periodo se van diferenciando
paulatinamente los diferentes tejidos constituyentes de
las vaivas. Debido a que no hemos encontrado diferencias
significgtivas entre el desarrollo de las vilvulas adr-
tica y pulmonar, en la descripcidén que sigue nos refe-
riremos indistintamente a la vilvula adrtica y a la

pulmonar.

Los esbozos de los velos valvulares se forman du-
rante el dia 5,5 a 6 del desarrollo ( estadio 28-29 )
en la parte mds baja de la regidn del truncus arterio-
sus. En este estadio el tronco aparece parcialmente di-
vidido en un sector adrtico situado a la derecha y un
sector pulmonar situado .a la izquierda. Entre ambos
sectores se disponen las crestas troncales que son una
anterior y otra posterior. Los esbozos de los velos
valvulares de cada una de las vdlvulas aparecen como
tres pequefios mamelones de forma piramidal, situados

dos de ellos en el plano medial, en forma de excrecen-



117

cias de los midrgenes laterales de las crestas troncales
( Fig. 1 ). El otro esbozo es lateral y emerge de la pa-
red libre del tronco ( Fig. 1 ). Existen algunas dife-
rencias poco notables entre el desarrollo de los velos
laterales y los mediales; asi, los esbozos laterales

s; disponen - inicialmente algo mids bajos que los media-

les.

Desde el punto de vista estructural, los esbozos
de los velos constan en este estadio de una envoltura
endotelial y &é un ndcleo mesenquimatoso. El estudio
con SEM muestra que la morfologia de las células endo-
teliales presenta diferencias entre la cara arterial
y ventricular de los esbozos. La cara arterial, en
estos estadios, es aplanada y las células son muy
irregulares de forma y no.muestran orientacidén prefe-~
rencial. Entre las células aparecen amplias hendiduras
a través de las cuales se puede observar fibrillas del
material extracelular subyacente ( Fig. 2 ). En su su-
perficie estas células endoteliales son muy ricas en
microvellosidades y prominencias citoplasmdticas de
aspecto globular ( "blebs" ). En la cara ventricular
las células son planas y alargadas y en algunas zonas,
especialmente en los mirgenes del esbozo, tienden a

orientarse siguiendo la direccién del flujo sanguineo.

Los cortes histoldgicos y la microscopia electrd-
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nica de transmisién confirman las diferencias observa-
das en el endotelio por medio del SEM ( Fig. 3 ). En

la cara ventricular las células son alargadas y se
orientan siguiendo el eje mayor del esbozo ( Fig. 4 ).
El nmicleo al igual que el citoplasma es alargado y ape-
nas hace prominencia en los cortes. El citoplasma es
electrodenso y todas las organelas tienden a orientar-
se siguiendo el eje mayor de las células. Poseen algu-
nas cisternas de reticulo endoplismico rugoso y apara-
to de Golgi y vesiculas de secrecidn bien desarrollados.
Las mitocondiéé no son muy abundantes. De manera carac-
teristica hay ademds que seflalar la presencia de abun-
‘dantes microtibulos y microfilamentos que se orientan
de manera constante siguiendo el eje mayor de la célu-
la. La superficie basal de estas células en la mayoria
de los casos estd desprovista de membrana basal, pero
no es raro observar segmentos con una delicada membra-
na basal en desarrollo. En cualquier caso es caracte-
ristico de esta zona ventricular que las células en-
doteliales queden nitidamente separadas de las células
mesenquimatosas subyacentes, aunque pueden establecer
algunos contactos con ellas. Finalmente las uniones
intercelulares tienen lugar mediante procesos de inter-

digitacidn.

LLas caracteristicas ultraestructurales del endote-~

lio de la cara arterial son notablemente diferentes a
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la cara ventricular. Se pueden distinguir dos tipos de
células constituyentes de este endotelio; unas son alar-
gadas con un amplio ndcleo central y finas prolongacio-
nes citoplasmiticas, las otras son redondeadas y hacen
en muchos casos prominencia hacia la luz del vaso

( Fig. 3 ). Las células alargadas son pobres en cito-
plasma, se unen en sus extremos por interdigitaciones,
y de manera caracteristica poseen gran cantidad de mi-
crofilamentos dispuestos siguiendo el eje mayor de la
célula ( Fig. 5 ). Con mucha frecuencia en los margenes
de estas céluiés se labran hendiduras intercelulares

( Fig. 6 ). Las células redondeadas son mis numerosas,
poseen el nidcleo central, el citoplasma es muy rico en
organoides que se disponen en la mayor parte de los
casos en uno de los lados del niicleo ( Fige. 7 ). Son
organoides especialmente- prominentes en estas células,
el aparato de Golgi y un centriolo de donde sale un
cilio, que de manera constante se dirige hacia la su-
perficie basal, poniendose en muchos casos en contac-
to con el material extracelular subyacente. Lo mismo
que las células alargadas,estas células son muy ricas
en microfilamentos y microtibulos. Los microtibulos
convergen hacia el centriolo y los microfilamentos for-

man un amplio reticulo en la zona basal de las células.

Un hecho llamativo del endotelio de la cara arte-

rial es la frecuencia con que se observan células en
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mitosis ( Fig. 8 ). En estas como puede verse en la fi-
gura 8, el eje de divisidn es perpendicular a la super-
ficie valvular. Otro aspecto importante a resaltar en

el endotelio de la cara arterial es que no existe mem-
brana basal y las células endoteliales con gran frecuen-
cia establecen contactos con el mesénquima subyacente.
Estos contactos llegan a adquirir en alpgunos casos la

forma de interdigitaciones celulares.

El tejidq mesengquimatoso valvular tiene caracteris-
ticas diferentes en las diferentes zonas de los velos
valvulares. Por debajo del endotelio de la zona ventri-
.cular y especialmente en el vértice del esbozo, el te-
jido es muy denso y las células se acumulan formando
una densa franja de cuatro a seis células de espesor
( Fige 3 )« En el resto del esbozo el tejido es muy
laxo y las células tienen un aspecto estrellado sin
ningﬁn tipo aparente de orientacidn. Con frecuencia se
observan células en divisién o en degeneracidén celular,

que en ambos casos estdn dispuestas de manera dispersa.

Desde el punto de vista ultraestructural, las cé-
lulas mesenquimatosas son muy irregulares y muestran
amplias prolongaciones citoplasmiticas ( Fig. 9 ). El
nicleo que es de cromatina laxa se dispone en la zo-
na central de la célula. EL citoplasma no es muy rico

en organoides. El aparato de Golgi estd bien desarro-
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1llado. El reticulo endoplismico es granular y forma
largas cisternas dispuestas con frecuencia en las zo-
nas periféricas del citoplasma. Las mitocondrias son
muy alargadas. Los microtiibulos y microfilamentos son
muy abundantes y suelen tener un trayecto longitudinal
. - . ’ -
al eje mayor de las prolongaciones citoplasmaticas. En
» ”, . .
ocasiones las células poseen un prominente centriolo.
Estas caracteristicas estructurales son comunes para
todas las células, y la tinica diferencia que presenta
el mesénquima dispuesto por debajo del endotelio ven-—

tricular es la forma de ordenarse las células.

"El espacio extracelular aparcce bisicamente vacio
de eld®Ntos electro opacos, sdlamente se observan al-
gunas fibrillas sin estriacidn y pequefios acimulos de

material amorfo similar al de las membranas basales.

El andlisis de la actividad fosfatasa alcalina en
este estadio, muestra que el endotelio reacciona mis
intensamente que el mesénquima, pero no existe ninguna
zona cuya actividad difiera notablemente del patrdén ge-

neral. .

El period de excavacidn se extiende desde el dia
6% al dfa 8% & 9. Los velos valvulares en estos esta-
dios van mostrando una zona de hundimiento en su cara

arterial ( Fig. 10 ) que al irse acentuando determina
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la formacidén de un prominente borde libre y la apari-
cidn de las comisuras. Durante este periodo las célu-
las endoteliales de la cara ventricular van tomando
progresivamente el aspecto de células alargadas que se
orientan siguiendo el eje del flujo sanguineo. El bor-
de libre de los velos aparece como una zona de transi-
cidén hacia el seno, y las células se caracterizan por
su irregularidad, fundamentalmente, se alternan células
de contorno pequefio con células de gran superficie, y
células muy ricas en microvellosidades con células li-
sas.+ En el seno de Valsalva en desarrollo,la morfolo-
gia celular es completamente diferente ( Fig. 11 ). En
general las células son mds prominentes , de aspecto
abollonado, con numerosas prolongaciones citoplasmi-
ticas en forma de mocrovellosidades o en forma globu-
lar ( "blebs" ). Con frecuencia se pueden detectar la
presencié de fragmentos celulares o incluso células
entefas en proceso de desprendimiento hacia el seno.
Por lo general estas células o fragmentos en desprendi-
miento suelen mostrar orificios en su superficie ti-

picos de las células en degeneracidn.

La organizacidn estructural de los velos valvula-
res en este estadio es similar al de estadios anterio-
res. Asi pues, los velos constan de una envoltura en-

dotelial y de un micleo mesenquimatoso ( Fig. 12 ). El

endotelio a nivel de la cara ventricular presenta carac-
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células alargadas con el eje mayor dispuesto en el
sentido del flujo sanguineo, y se unen por sus extre-
mos mediante interdigitaciones ( Fig. 13 ). El niicleo
ocupa la zona qentral y es también alargado. El cito-
plasma posee un aparato de Golgi prominente. El reti-~
culo endopldsmico es granular y estid pébremente desa-
rrollado. Existen muchas vesiculas, algunas de nitcleo
claro dispuestas en su mayoria en la vecindad del Gol-

gi, y otras de nicleo denso que no tienen ninguna dis-
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posicidn preferente. Los microtidbulos y los microfila- -

mentos son abundantes y de manera constante se dispo-
nen siguiendo el eje longitudinal de las células

( Fig. 14 ). Por debajo del endotelio aparece en oca-
siones una fina membrana basal, pero existen muchas
zonas desprovistas de basal. En ocasiones se pueden
observar zonas de contacto entre el endotelio y el me-
. sénquima ( Fig. 13 ). Estas zonas de contacto son pun-
tuales y no suelen establecer mecanismos de unidn in-

tercelular.

Contrariamente al endotelio de la cara ventricu-
lar, en la cara arterial surgen modificaciones muy
significativas con respecto a la morfologia del esta-
dio anterior. Lo mds caracteristico de este estadio es
que el endotelio se engruesa en la zona de hundimien-

to y adquiere una organizacidén poliestratificada
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( Figs. 12, 15 y 16 ). En la zona engrosada las células
se unen entre si por complejas interdigitaciones

( Fig. 17 ), y con frecuencia el endotelio se entre-
mezcla con el mesénquima vecino de tal manera que a
veces es dificil establecer el limite entre endotelio
yy meéénquima. En ocasiones hemos podido detectar la
presencia de uniones tipo Gap entre las células endo-
teliales ( Fig. 18 ). Desde el punto de vista ultraes-
tructural la morfologia de las células se caracteriza
por poseer un nicleo redondeado central y un citoplas-
ma de forma irrégular que por lo general es redondea-
do en la superficie apical y presenta prolongaciones
hacia la superficie basal ( Fig. 19 ). En el citoplas-
ma son especialmente abundantes los ribosomas libres
entre los que se intercala alguna cisterna de reticu-
lo endopldsmico granular y mitocondrias. En algunas
zonas del citoplasma se producen acimulos de microfi-
lamentos, en otras zonas los elementos del citoesque-
leto se disponen de manera dispersa por el citoplasma
( Fige 21 ) formando una fina malla que se entremezcla
con los microtibulos. Cuando se producen acitmulos de
microfilamentos estos tienden a disponerse en la zona
basal del citoplasma ( Fig. 19 ) o adoptan en otras
ocasiones una disposicidn perinuclear ( Fig. 20 ). El
engrosamiento endotelial no posee basal y es un hecho
caracteristico la presencia de amplios espacios inter-
celulares que poseen actimulos de material extracelular,

consistente en material amorfo, y especialmente en es-
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tadios avanzados de este periodo, fibras coligenas

( Fig. 21 ). Algunos hechos importantes a destacar es
que en la zona engrosada de hundimiento son frecuentes
las imigenes de mitosis, de degeneracidn celular y de
células en desprendimiento hacia el seno. Las mitosis
no tienen una disposicidn constante, en ocasiones apa-
recen en la superficie apical del endotelio ( Fig. 22 ),
en otras ocasiones en el espesor del engrosamiento en-
dotelial ( Fig. 23 ). Las imdgenes de degeneracidn
corresponden tanto a qélulas en vias de muerte celu-
lar como a células endoteliales que poseen en su ci-
toplasma amplios fagosomas conteniendo los restos de
células degeneradas ( Fig. 24 ). Las células en des-
prendimiento también son muy variables en sus carac-
teristicas, en ocasiones se trata de células claramen-
te necrdéticas (" Fig. 25 ), mientras que en otras oca-
siones son células claramente viables, las cuales
pueden presentar tal como muestra la figura 26
grandes actmulos de coligeno incluidos dentro de in-

vaginaciones del citoplasma.

El mesénquima en estos estadios tiene una dispo-
sicidn similar al de estadios de preexcavacidn, pero
la irregularidad en la densidad celular del tejido se
exagera. Por debajo del endotelio de la cara ventricu-
lar se dispone una gruesa franja de células que se ex-

tienden hasta el borde libre del velo valvular. En la



zona del borde libré la franja celular forma un act-
mulo especialmente marcado en el que son frecuentes
las imigenes de células en degeneracidén y en mitosis
( Fig. 27 )+ En el resto del velo valvular el mesén-
quima es muy laxo, especialmenté por debajo del en-
dotelio de la cara arterial. Desde el punto de vista
ultraestructural las células mesenquimatosas son muy
alargadas ( Fig. 28 ) y poseen un nicleo redondo y
central.. E1 citoplasma es muy rico en microfilamentos
y microtidbulos que se orientan siguiendo el eje mayor

de las prolongaciones citoplasmidticas ( Fig. 29 ).

El Golgi estd bién desarrollado. El reticulo endoplis-

mico es granular, y la cantidad de cisternas se incre-

menta en los estadios mds avanzados de este periodo.
Son frecuentes también en el citoplasma ademis de
mitocondrias, vesiculas con un contenido electro .den-

- so, y en ocasiones con material flocular.

El andlisis de la actividad fosfatasa alcalina
muestra similares resultados a los observados en el
periodo de preexcavacidén ( Fig. 30 ). El endotelio es
rico en actividad pero no- hay diferencias regionales
significativas. Lo mismo ocurre en el mesénquima don-

de la actividad es notablemente mds baja o nula.

A partir del dia 9 de desarrollo las valvulas
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adquieren una morfologia similar a la adulta ( Fig. 31).
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El seno de Valsalva al igual que las comisuras estéin
bien desarrollados. La microscopia de barrido mues-

tra que en estos estadios existe una sectorizacidn muy
precisa en las caracteristicas del endotelio. Asi en’
la cara ventricular se puede distinguir una zona cen-
tral que corresponde al nddulo de Arancio o de Morgag-
ni, que por tanto es la zona que presumiblemente hace
contacto durante el cierre valvular, que es claramente
distinta del resto de esta cara ventricular. En la

zona del nddulo las células son de contorno poligo-
nal, muy pobres“en microvellosidades y presentan pro-
minentes pliegues marginales ( Fig. 32 ). Con frecuen-
cia en esta regidn se forman excrecencias del endote-
lio de aspecto filiforme o en forma de maza ( Fig. 33 ).
Estas excrecencias son mas frecuentes en los estadios
mids avanzados y en los velos valvulares adrticos. Di=
versas imigenes observadas sugieren que el proceso de
formacidn tiene lugar por una proliferacidén del endote-
lioj inicialmente tienen una amplia base de implanta-
cidén, posteriormente crecen haciendose el.pediculo mis
fino y posiblemente en posteriores estadios se despren-

dea. Ve

El resto de la cara ventricular de los velos val-
vulares estd tapizada por células fusiformes extrdor-
dinariamente ricas en microvellosidades. Las células

estdn claramente dispuestas siguiendo la direccidén del
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flujo sanguineo ( Fig. 34 ). Esta orientacidn es espe-
cialmente manifiesta en la zona de los midrgenes late-

rales de los velos.

A nivel de los senos de Valsalva las células son
de forma irregular pero en general estidn de manera
constante haciendo prominencia hacia la luz ( Fig. 35 ).
Con frecuencia muestran prolongaciones citoplasmdticas
que forman puentes sobre las células vecinas para con-
tactar con células algo mis alejadas ( Fig. 35 ). La
superficie celuiar es muy rica en microvellosidades y
en prolongaciones citoplasmidticas globulosas ( "blebs" ).
Esta morfologia de las células del seno contrasta con
la disposicidn del endotelio de las arterias por enci-
ma del nivel del seno, donde el endotelio adquiere una
silueta fusiforme y se orientan finamente siguiendo

la direccidn del flujo ( Fig. 36 ).

En la zona de las comisuras valvulares ( Fig. 37 )
las células son redondeadas y hacen gran prominencia
hacia la luz vascular, observandose con frecuencia imi-
genes de desprendimiento celular. Se observan ademis
en ocasiones amplias hendiduras intercelulares a tra-
vés de las cuales se detecta la disposicidn del mate-

rial extracelular subyacente.

El estudio ultraestructural de las valvulas en
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estos estadios revela que los cambios estructurales
con respecto a los estadios anteriores no solo afectan
al endotelio sino también el nicleo mesenquimatoso

( Fig. 38 ). El endotelio de la cara ventricular no
muestra diferencias con respecto al periodo anterior,
incluso la membrana basal que era incompleta en esta-
dios anteriores, sigue manteniendo las mismas caracte-
risticas. Unicamente hay que sefialar que los cortes

al igual que el microscopio de barrido, demuestran la
presencia de excrecencias endoteliales dispuestas en
la zona de los nddulos de Arancio o de Morgagni. Es-—
tas excrecencias consisten en acimulos de células en-
doteliales unidas por interdigitaciones ( Fig. 39 ).
Poseeen un nicleo central de forma muy irregular y

un citoplasma bastante denso a los electrones debi-

do a la riqueza en ribosomas libres.

En la cara arterial se pierde el engrosamiento
endotelial tomando las caracteristicas de una lamina
de una sola capa de células. Sin embargo en los pri-
meros estadios de este periodo adin es posible observar
en ocasiones zonas donde €l endotelio posee dos o
incluso tres capas de células. La morfologia predomi-
nante de las células es redondeada haciendo prominen-
cia hacia la luz. Las uniones se realizan generalmente
por medio de interdigitaciones. Por debajo del endote-
lio no existe membrana basal y las células al igual

que en estadios anteriores pueden contactar profusa-
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mente con el mesenquima subyacente. La caracteristica
predominante de estas células es que a medida que avan-
zan los estadios de este periodo, las células adquie-
ren una mayor riqueza en reticulo endoplismico granu-
lar, cuyas cisternas en ocasiones se encuentran dila-
tadas con un contenido amorfo de media densidad elec-
trdnica. Los microfilamentos son también abundantes

y tienden a adoptar una disposicidn siguiendo el eje
mayor de la célula,pero no es raro que se concentren
en la zona basal y sobre todo a nivel de las zonas de
unién con las células vecinas. La superficie celular
presenta abundantes prolongaciones citOplasméticas ha-
cia la luz ( Fig. 40 ), estas prolongaciones no suelen
presentar organoides, sino que constan de una fina ma-
triz con ribosomas y vesiculas lipidicas. En la zona
de implantacidén de los procesos citoplasmiticos sue-
len presentarse un actimulo de microfilamentos que le
dan uﬁa alta densidad electrdnica. Un hecho caracte-
ristico de las células endoteliales de los senos de
Valsalva, situadas en la proximidad de la pared arte-
rial, es la presencia de un prominente centriolo, de
donde sale un cilio que se¢ dirige hacia la superficie
basal ( Fig. 41 ). Con frecuencia el cilio ne llega

a hacer relieve por debajo de la célula,y queda meti-
do en una invaginacidn del citoplasma a la que parecen

abrirse pequefias vesiculas citoplasmiticas.

Finalmente a nivel de las comisuras valvulares



las células cndoteliales son especialmente prominen-
tes y con frecuencia se observan células en despren-
dimiento que pucden presentar,tal como muestra la fi-
gura 42, invaginaciones decl citoplasma complectamen-
te repletas de material extracelular, cspcecialmente

fibras coldgenas.

El nmicleo mesenquimatoso de las vilvulas sufre
cn este periodo grandes modificaciones ya que se va
transformando en un tejido conectivo fibroso. Desde
el punto de vista de la estructura gencral, lo que se
observa es una progresiva concentracidén de células
por debajo de la cara arterial del endotclio, lo que
constituye el esbozo de la capa fibrosa de los vclos
valvulares ( Fig. 38 ). Por otro lado cn la basc de
implantacidén de los velos valvulares se observan cé-
lulas musculares cardiacas que progresivamente van
invadiendo el tejido valvular en la zona que corres-—

ponde a la capa esponjosa.

El anilisis fino de las células mesenquimatosas
permite observar quc se estd produciendo su diferen-
ciacidén en fibroblastos ( Fig. 43 ). Las células son

irregulares y poseen un mnicleo central. En el cito-
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plasma se va incrementando la cantidad de reticulo en-

dopldsmico granular hasta constituir la caracteristi-

ca mds llamativa de estas células. Las cisternas del
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reticulo tienden a disponerse en la zona periférica

de la célula, y con frecuencia aparecen sacos de re-
ticulo en contacto con la membrana celular ( Fig. 44 ).
Estas zonas de contacto con la membrana suelen estar
desprovistas de ribosomas. El aparato de Golgi es tam-
bién prominente y se situa en la vecindad del micleo.
Con frecuencia se observan invaginaciones del cito-
plasma que contienen fibras coligenas en su interior

( Fig. 45 ).

Algunas zonas del tejido valvular muestran ca-
racteristicas peculiares. Asi entre los dias 13 y 17
se observan abundantes células por debajo del endote=~
lio ventricular. que poseen un niicleo con gran can-
tidad de heterocromatina y el citoplasma repleto de
vacuolas ( Fig. 46 ). Estas células con gran frecuen-
cia muestran claros signos de degeneracidén . Por otro
lado én l1a zona de implantacién de los velos wvalvula-
res, y extendiendose en lo que va a ser la capa espon-
josa, aparecen cadenas de miocitos en diferenciacidn
que con frecuencia se entremezclan con fibroblastos
en desarrollo ( Fig. 47 )« En lqs estadios mis avan-
zados los miocitos tienen caracteristicas de células
maduras con abundantes miofibrillas claramente agru~—

padas en sarcdmeras bien orientadas ( Fig. 48 ). -

En cuanto al espacio extracelular lo mids llama-



“tivo es que progresivamente va enriqueciendose en
fibras coldgenas. Algunas de ellas no presentan es-—
triacidn periddica. Estas fibras se acumulan en grue-
sos haces que afin no muestran una ordenacidn prefe-~
rente. La cantidad de coldgeno es especialmente abun-

dante en la condensacidn celular que formard la capa

fibrosa.
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II.-~ Desarrollo del esbozo valvular en cultivos de

coriocalantoides.,

Después de 48 horas de realizar la implantacidn
del segmento valvular del tronco-cono en la membrana
corioalantoides de embriones receptores de 8% dias de
desarrollo, se pudieron identificar los fragmentos en

un 40% de los casos.

Desde el punto de vista morfoldgico los esbozos
cultivados tienen el aspecto de pequefilas vesiculas
contrictiles de 3 a 4 mm. de didmetro. Los estudios
histoldgicos revelaron una pérdida total de la orga-
nizacidn con respecto a la morfologia normal. En los
cortes los esbozos cultivados muestran una regidn de
dominancia muscular y otra regidn de dominancia mesen-
quimatosa ( Fig. 49 ). La regiéh muscular toma el as-
pecto de una masa de tejido muscular cardiaco comple-
tamente canalizado por luces vasculares revestidas de
endotelio y con hematies circulantes ( Fig. 50 ). Es-
ta morfologia recuerda en cierto modo la pared cardia-
ca normal en fase de trabeculacidn. La zona mesenqui=-
matosa aunque aparece constituida fundamentalmente
por mesénquima, pueden en ella observarse con frecuen-
cia segmentos ocupados por fibras musculares que se
disponen fundamentalmente en su sector periférico.

En este segmento apenas se reconocen luces vasculares

y predomina como ya hemos comentado un tejido mesen-



quimatoso muy celular. Tal como muestra la figura 51
es muy frecuente que sobre esta rcgidn asiente un area
de necrosis similar a la que ocurre normalmente cn
algunos segmentos del esbozo cardiaco. En la zona de
necrosis se pueden identificar células muerfas aisla~
das de nficleo picndtico y también fagocitos con un
nimero variable de fagosomas. Hay sin embargo que re-~
saltar que tal como ocurre en las areas de necrosis
fisioldgica, entre las células muertas aparecen otras
claramente viables que permiten descartar la exis-
tencia de un foco de isquemia. Nunca hemos encontrado
en estos esbozos estructuras que recordasen a esbozos

valvulares excavados o sin excavar.
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IIT.~ Desarrollo de las valvulas semilunares en corazones

con alteracidn experimental del flujo sanguineo.

IIXa.~ Patrén general de alteraciones cardiacas.

Mediante la intervencidn quiridrgica del corazdn en
el dfa 3,5 de incubacidn, disefiada para alterar el flujo
sanguineo antes del desarrollo de la tabicacidn cardiaca,
se obtenia una supervivencia que oscilaba entre el 40-50%
de embriones vivos en el dfa 10 del desarrollo, hasta tan
solo el 10-20% de embriones vivos durante los dias 15 a
17. De los embriones supervivientes un 40 a 50% presenta-
ban alteraciones cardiacas que afectaban de modo principal
a la tabicacidén de los ventriculos y a la conexidn ventri-
culo~artefialg En funcidén de la intensidad de estas alte~
raciones cardiacas  hemos agrupado los corazones malfor-
mados en cuatro grados de afectacidn. La relacidn numéri-
vca de cada grado de alteracidn en cada estadio se expresa

en las tablas 1 a 4.

GRADO I.- Hemos inclyido dentro de este grupo a los
corazones en los cuales no aparecia ni comunicacién inter-
ventricular ni alteraciones groseras de la conexidn ventri-
culo-arterial, pero que sin embargo se podia detectar que
la aorta se disponia en situacidn anormalmente desplazada

hacia la derecha, de tal manera que la cdmara de salida
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~— TABLA 1.~ Alteraciones observadas en las valvulas adrticas
y pulmonares en los corazones de los embriones controles y
en los diferentes grados de alteracidn de los embriones ex—
perimentales durante el dia 7 de incubacidn.

Alt. val.: Adrtica Pulmonar
(No) |

Controles 10 0 0
Experimentales 19

Normales 8 o 0

Grado I 3 0 0]

h IXI 3 0 0

W ITI 3 0 1

nooIV 2 0 0

Normales.- Corazones sin alteracidn de las conexiones
, ventricul ares.
Grado I.-~ Aorta lateralizada hacia la derecha.
1 JI,~ Comunicacidn interventricular ( CIV ).
# ITI.- CIV y doble salida del ventriculo derecho.
" IV.~ CIV, doble salida del ventriculo derecho -y
doble entrada en ventriculo izquierdo.
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~=TABLA 2a.- Alteraciones cbservadas en las valvulas adrticas
y pulmonares en los corazones de los embriones controles y
en los diferentes grados de alteracidn de los embriones ex-~
perimentales durante el dia 10 de incubacidn.

Alt.vale: Adrtica Pulmonar

(N2)

Controles 10 0 1
Experimentales 48

Normales 22 1 3

Grado I 6 2 2

i II 4 2 1

noIII 6 2 3

"IV 10 8 5

Normales.~ Corazones sin alteracidén de la conexidn ventricu-
Lar,
Grado I.- Aorta laterallzada hacia la derecha.
®  II.~ Comunicacién interventricular ( CIV ).
" IIX.- CIV y doble salida del ventriculo derecho.
n IV.~ CIV, doble salida del ventriculo derecho y doble
entrada en ventriculo izquierdo.

-=TABLA 2b.~ Relacidn numérica de los diferentes grados de alte~
. P ’ I d .
racion de las valvulas aorticas y pulmonares presentes a los

10 dias de incubacidén en los corazones malformados experimen-
talmente.

Grado de alt.: Adrtica Pulmonar
A B C 0 A B C 0

Grado de alt.

cardiaca.
I X - - 2 4 -~ =~ 2 4
IT - 2 = 2 ~ 1 - 3
IIT - 2 - 4 - - 3 3
v 2 5 1 2 ~ 1 4 5§

Ae~ Al menos un velo totalmente mamelonadc.

Be~ Al menos un velo con grandes mamelones, pero conser-—
vando la forma en nido de golondrina.

Ce~ Al menos uvn velo o una comisura con pequeiias altera-
ciones.

0.~ Todos los velos y comisuras normales.
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~~TABLA 3a.-~ Alteraciones chservadas en las vadlvulas adrticas
y pulmonares en los corazones de los embriones controles y
en los diferentes grados de altcracidn de los embriones ex-
perimentales durante el dia 15 de incubacidne.

Alt. val.: Aortica Pulmonar

(N9)

Controles 10 0 2
Experimentales 28

Normales 12 0 1

| Grado I 4 3 1

n IT 2 2 1

noOTIX 6 6 3

" v 4 4 3

Normales.~ Corazones sin alteracidn de las conexiones
ventriculares.
Grado I.- Aorta lateralizada hacia la derecha.
u IT.- Comunicacidn interventricular ( CIV ).
t TIT.- CIV y doble salida del ventriculo derecho.
" IV.— CIV, doble salida del ventriculo derecho y
doble entrada al ventriculo izquierdo.

~~TABLA 3b.~ Relacidn numérica de los diferentes grados de alte-
racidén de las vdlvulas adrticas y pulmonares presentes a los

15 dias de incubacidn en los corazones malformados experimen-
talmente.

Grado de alt.: Adrtica Pulmonar
A B C O A B C¢c O

Grado de alt.

cardiaca.
I w3 =] - - 1 3
IT - - 2 - - - 1 1
IIT 4 2 - - - 3 =~ 3
Iiv 2 2 - = - 2 1 1

Ae~ Al menos un velo totalmente mamelonado.

Be= Al menos un velo con grandes mamelones, pero conservando
la forma en nido de golondrina.

Ce~ Al menos un velo o una comisura con pequefias alteraciones.

O~ Todos los velos o comisuras normales.



~—TABLA 4a.~- Alteraciones observadas en las vilvulas adrticas

y pulmonares en los corazones de los embriones controles y

en los diferentes grados de alteracién de los embriones ex-

perimentales a los 17 dias de incubacidn.

Alt. val.: Adrtica

Pulmonar

- (N9)
Controles 10 0 0
Experimentales 11
Normales 5 4] 0
Grado I 0 0 0
‘ n IT 1 1 0
‘ n ITL 5 5 2
n IV 0 0 0

Normales.- Corazones sin alteracidn de las conexiones ven-

triculares.

Grado I.-~ Aorta lateralizada hacia la derecha.
"  II.- Comunicacidén interventricular ( CIV ).

" IIT.- CIV y doble salida del ventriculo

derecho.

" IV.- CIV, doble salida del ventriculo derecho y
doble entrada en ventriculo izquierdo.
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=~ TABLA 4b.~ Relacidn numérica de¢ los diferentes grados de al-
teracidén de las valvulas adrticas y pulmonares presentes a
los 17 dias de incubacidn en los corazones malformados expe-

rimentalmente.

Grado de alt.: Adrtica

A B C 0 A
Grado de alt.

cardiaca,
T " - = = e e
1T - =l = -
I1T - 5 = < -
v - e e e e

Pulmonar
B C O

1

1 1 3

A.~ Al menos un velo totalmente mamelonado.
B.~ Al menos un velo con grandes mamelones,
vando la forma en nido de golondrina.

pero coenser-

Ce~ Al menos un velo o una comisura con pegueilas altera-

ciones. ]
0.~ Todos los velos y comisuras normales.
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adrtica formaba una significativa angulacién con el
eje mayor del ventriculo izquierdo ( Fig. 52 ). Este
hecho se acompafiaba de un alargamiento de la zona de
unidn adrto-mitral., Con frecuencia variable esta ano-
malia se acompaflaba de alteraciones en el desarrollo

de las auriculas rincipalmente de la izquierda.
s P P q

GRADO II.- Dentro de este grupo hemos incluido
los corazones que presentaban una comunicacidn inter-
ventricular aislada, es decir sin alteraciones de la
conexidn ventriculo-arterial, aunque podia acompafiar-
se de un alargamiento de la cdmara de salida adrtica
como en el estadio anterior ( Fig. 53 ). La disposicidn
de la comunicacidn interventricular en la mayor parte de
los casos es de localizacidn subadrtica, aunque en al-
gunos embriones se disponia entre la aorta y la pulmo-

nar.

GRADO 1I1I.-~ Dentro de este grupo hemos incluido
los corazones que presentaban una comunicacidn inter-
ventricular que se acompaflaba de doble salida del ven-
triculo derecho ( Fig. 54" ). La aorta en este caso se
dispone de manera variable, oscilando desde una posi-
cidn posterior a la arteria pulmonar acabalgando par-
cialmente sobre el orificio interventricular, hasta
una posicidn lateral derecha con respecto a la arteria

pulmonar.
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GRADO IV.- Dentro de este grupo incluimos los co-
. . & . 0

razones que presentaban comunicacion interventricular,
doble salida del ventriculo derecho, en el cual la aorta
se situaba a la derecha e incluso anterior con respecto
a la pulmonar, y una doble entrada en el ventriculo iz-
quierdo ( Fig. 55 ). La doble entrada en el ventriculo
izquierdo presentaba oscilaciones desde unacabalgamien-
to del orificio auriculo-ventricular derecho sobre la

. e . . 4 b
comunicacion interventricular,hasta una conexidn auri-
culo-ventricular Unica en la que se disponia una valvu-

la enormemente alterada.

Hay que resaltar que todas estas alteraciones se
acompaifiaban en muchos casos de otras malformaciones que
no hemos considerado fundamentales para explicar altera-
ciones hemodindmicas. Asi con cierta frecuencia se forma-
ban hernias pericdrdicas de pequefias masas de miocardio
del vénﬁice cardiaco. En la mayor parte de los casos
estas masss musculares herniadas no poseian luz ventri-
cular. Por otro lado, con gran frecuencia en los grados
IIT y IV , las malformaciones descritas se acompafiaban
de alteraciones en el desarrollo de los vasos coronarios.
Estas malformaciones afectaban tanto al origen de las co-
ronarias como al patrdn vascular del miocardio. En
cuanto al origen de las coronarias con frecuencia te-
nfan lugar sobre un dnico seno de Valsalva, o mostraban

dilataciones y diverticulos en los troncos de origen.
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En cuanto a la distribucidn vascular del miocardio,de
manera constante aparecian grandes lagunas vasculares
subepicardicas e intramiocdrdicas. Las lagunas vascula-
res intramiocdrdicas aparccian especialmente prominen-
tes en el tabique interventricular. y comunicaban con
las cavidades ventriculares, especialmente con la iz-
quierda. En algunos casos, y por el interés que tienen
con respecto al objetivo de la presente tesis doctoral
comentaremos detenidamente, hemos podido observar la
presencia de formaciones valvulares proyectadas hacia

la luz de las lagunas vasculares.,.

La arquitectura del miocardio ventricular también
mostré alteraciones, dentro de las cuales cabe resaltar
la formacidn de finas cuerdas celulares que invadian la

luz ventricular y que posiblemente representen trabécu-

las musculares atrdficas.

Finalmente en algunos casos se apreciaron alteracio-
nes de los arcos arteriales e incluso en un embridén he-
mos observado la formacidén de un pequefio diafragma su-—
pravalvular en la arteria-pulmonar. Sin embargo todas
estas alteraciones tienen lugar principalmente acompa-
fiando a las alteraciones de los grados III y IV, en los
que la gravedad de los trastornos hemodindmicos presen-
tes, permite despreciar la posible contribucidén aporta-
da por estas alteraciones al trastorno hemodindmico to-

tal.
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ITIb.- Alteraciones de las valvulas semilunares.

A) Embriones controles y embriones operados sin

malformacidn cardiaca.-—

El desarrollo de las valvulas semilunares en los
embriones testigos y en los embriones operados norma-
les, es decir que no presentaban alteraciones en las
conexiones ventriculares, el desarrollo de las valvulas
se ajustaba en general a los patrones que hemos descri-
to en el apartado de desarrollo normal. Durante el dia
7,5 las vilvulas presentaban claramente una etapa avan-
zada de excavacidn, el dia 10 el corazén habia finaliw~
zado el proceso de tabicacidn , y los velos valvulares
mostraban una etapa inicial en el desarrollo de la 14-"
mina fibrosa y fases iniciales de desarrollo de miocar-
dio en_la-capa esponjosa , estos procesos eran mucho
mds avanzados en el,dia 15 y 17. Hay que sefialar sin
embargo que en aproximadamente el 5-10% de los corazo-
nes estudiados hemos observado la presencia de un pe-
quefio mameldn mesenquimatoso dispuesto a nivel de la
comisura que forman el vélo anterior y el derecho de
la vidlvula pulmonar. El hecho de que en ocasiones es-
te mameldn presente una pequefia excavacidn en su cara
superior ( Fig. 56 ) hace que pueda ser descrito ‘como
una forma minima de vilvula pulmonar tetracispide,

aunque sefialando que este esbozo, tal como muestra la
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figura 56, es muy pequeflo y puede pasar inadvertido

si no se hace un andlisis muy meticuloso de los cor-~
tes histoldgicos, o si no se somete la preparacidn

al estudio con microscopia electrdnica de barrido.

Los corazones experimentales con conexiones ventricu-
lares normales en el dia 10 de incubacidén, mostraban
un indice algo elevado de estas pequefilas alteraciones
valvulares, pero en ninguno de estos casos el grado

de alteracidn se acercaba a los observados en los co-
razones experimentales con conexiones ventriculares
anédmalas. Es también un hecho importante a seifialar que
en ningﬁn caso hemos observado otras alteraciones del
nimero de velos valvulares en los embriones normales,
ni siquiera vilvulas adrticas biclspides que aparecen
de forma espontanea con una cierta frecuencia en el co-

rd
razon humano.

B) Embriones experimentales con malformacidn

cardiaca.-

Con gran frecuencia los velos de las valvulas
semilunares presentaban alteraciones de su forma y
estructura en asociacidén a los diversos grados de mal-
formacidn cardiaca descritos previamente. Los patrones
de malformacidn presentes eran variables y los hemos
clasificado a su vez en tres grados de acuerdo con la

intensidad de las alteraciones presentes.
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GRADO A.- Corresponde al nivel mds intenso de
alteracidén. Los velos de este tipo se caracterizan
desde el punto de vista de su forma por aparecer com-
plet amente mamelonados, perdiendose la tipica forma
normal de nido de golondrina ( Fig. 57 )+ Desde el
ﬁunto de vista estructural a partir del dia 10 de in-
cubacién los velos de este grado se caracterizan por
estar tUnicamente compuestos por una masa de tejido
mesenquimatoso laxe, en el que no se podia apreciar
ni la existencia de una ldmina fibrosa, ni la invasién
normal de misculo cardiaco en la espondosa ( Fig. 58 ).
Hay que sefialar sin embargo que en ocasiones se apre-
ciaron pequefias lagunas de un tejido mis denso, que
recordaba a la fibrosa, dispuesto bajo la cara arterial
y del mismo modo aparecia con alguna frecuencia una
pequefia cantidad de misculo, restringida a la zona de
unidén del velo a la pared arterial. El andlisis de la
superficie endotélial con microscopia electrdnica de
barrido también mostraba una pérdida del patrdn normal
de morfologia en el endotelio, adquiriendo toda la su-~
perficie del velo las caracteristicas observadas en la
zona de los nddulos de los velos normales. Las células
eran pues aplanadas y poligonales, con muy pocos micro-
villis; Unicamente en las zonas donde los mamelones
presentaban surcos aparecian‘en algunos casos células

abollonadas aunque de silueta irregular.
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GRADO B.- Corresponde este grado a un nivel de
alteracidn algo inferior al descrito anteriormente.
Los velos de este tipo ( Fig. 59 ) alin conservan en
grandes rasgos la silueta normal en nido de golondri-
na, pero en la cara ventricular del velo aparecen pro-
minentes mamelones que normalmente se proyectan en di-
reccidén al ventriculo. En los cortes histoldgicos
( Fig. 60 ) los velos presentan una estructura general
normal, aunque la invasidn miocdrdica parece reducida
con respecto a los velos normales, y Unicamente en la
zona del mameldn el tejido valvular estd sustituido
por un mesenguima laxo similar al observado en el gra-
do A. El andlisis con microscopia electrénica de barri-
do de la superficie de los velos valvulares muestra que
el patrén general del endocardio también se conserva
con la excepcidén de la zona del mameldn donde las cé-
Julas toman el aspecto aplanado y pobre en microvello-~
sidades descrito anteriormente ( Fig. 61 ). El aspecto
de estas células contrasta con el aspecto fusiforme
de las células endoteliales de las células marginales

al mameldn.

GRADO C.- Dentro de este apartado hemos incluido
a los velos que presentaban alteraciones muy poco avan-
zadas. En general las caracteristicas patoldgicas de
estos velos se corresponden con una exageracidn de as-

pectos andmalos de las vilvulas que pueden observarse
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con pcqueita frecuencia ¢en los velos de los embriones

sin malformaciones cardiacas. Asi hemos incluido en

este grado la presencia de pequceiios mamelones comisu-
rales ( Fig. 62 ) dispucstos entre velos de configu-
racidn normal; la prescncia de fusiones irrcgularcs

de las comisuras que suelen coincidir con los anterio-
res; y finalmente la presencia de pequeiios mamelones

o nédulos cndoteliales similarcs a los observados en

el nddulo de los velos normales, pero ahora exagerados

en su desarrollq o bien dispersos por las zonas no co-
rrespondientes al nddulo del velo. En estc grado los ve-
los desde ¢l punto de vista estructural mostraban carac-

teristicas normales.

La frecuencia de malformaciones de los velos de las
valvulas semilunares asociada a los diferentes grados de
intensidad de malformacidén cardiaca existente en cada co-
razén y en cada uno de¢ los dias de incubacidn explora=
dos en el presente estudio queda reflejado en las tablas

2b a 4b.

En general puedce afirmarse que hasta el dia 10 de
incubacidn no hemos detectado la existencia de malforma-—
ciones valvulares. A partir de este dia las malformacio-
nes cen todos los estadios estudiados son mucho mas fre-

cuentes en la vdlvula adrtica que en la pulmonar. Por
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otro lado la intensidad de la malformacidn de los velos
es mayor y mids frecuente cuanto mayor sea el grado de
alteracidn cardiaca y cuanto mis avanzado el tiempo de
incubacidn. Hay sin embargo que resaltar que en el dia
17 no hemos observado en ningin caso el grado A ( inten-
so ) de alteracidn valvular, pero ello puede ser debido
a que tales alteraciones sean incompatibles con la vida
del embridn en este periodo ya que la mortalidad en
estos estadios es muy elevada. -

En lo que se refiere al nimero de velos afectados
en cada valvula, en general se puede sefialar que cuando
la afectacidn corresponde a un grado A, los tres velos
suelen estar afectados aunque tal como muestra la figu-
ra 57 en ocasiones solamente uno o dos velos valvulares
mostraban alteraciones. Cuando la afectacidn correspon-
dé . a un gfado B, generalmente sueclen estar afectados
dos de los velos ( Fig. 63 ) que ademds  corresponden
con los que quedan mids préximos a la comunicacién inter-
ventricular. Solamente suele estar un velo o una comi-
sura alterada en el caso de las alteraciones del grado
C. Un hecho importante a ‘sefialar es que con gran frecuen-
cia en los estadios avanzados los mamelones valvulares
se proyectan sobre la comunicacidén interventricular,
dando la impresidén de que dichos mamelones pueden de-

sempefiar un papel valvular sobre el flujo que discurre



150

por la comunicacidn interventricular. En ocasiones,
principalmente en el caso de malformaciones cardiacas
con doble salida del ventriculo derecho, los mamelones
valvulares pueden presentar intimas relaciones con la

vidlvula auriculo-ventricular derecha.

IIic.~ Presencia de formaciones valvulares en

lagunas vasculares intramiocirdicas.

Tal como hémos comentado anteriormente con una
gran frecuencia el desarrollo de los vasos coronarios
presentaba significativas alteraciones en asociacidn
a las alteraciones cardiacas descritas previamente.
Cabe seflalar dentro de estas alteraciones la aparicidn
de amplias lagunas vasculares intramiocirdicas
( Fig. 64 ). E1 asiento de estas lagunas tenia lugar
principalmente en el tabique interventricular donde
llegaban a alcanzar un didmetro de 0,35 mm. en el dia
15 de incubacidn. Desde el punto de vista estructural
la pared de las lagunas vasculares presentaba una es-
tructura similar a la pared de las arterias coronarias
en desarrollo, y de manera caracteristica aparecian
separadas del miocardio vecino por una banda de 30-50
pm de espesor de tejido mesenquimatoso laxo. El estudio

de cortes seriados de estas lagunas nos permitidé obser-
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var que no tenian caracteristicas quisticas sino que
presentaban comunicaciones con la luz dec los ventriculos
y con las arterias coronarias. La comunicacidn con los
ventriculos tenia lugar por vasos de caracteristicas
idénticas a las hendiduras presentes entre las trabecu-
las cardiacas, es decir constaban solamente de una pa-
red endotelial que se apoyaba directamente sobre el
misculo vecino. El calibre de estas hendiduras oscilaba
desde finos canales de 5-10 pm de didmetro hasta amplios
tineles de 100-150pm . En algunos casos la comunicacidn
con ambos ventriculos se encontraba tan desarrollada

que en cierto modo podian compararse a comunicaciones
interventriculares. La conexidn con el arbol arterial
coronario presentaba caracteristicas interesantes; por
un extremo de la laguna vascular partia un verdadero ar-
bol coronario que se distribuia por el tabique interven-
tricular, pero ademds solian presentar una conexidn
amplia con un grueso tronco coronario a traves del cual
comunicaban con la raiz adrtica. Lstas caracteristicas
morfoldgicas hacen dificil decidir que sentido podia
presentar el flujo sanguineo a traves de las lagunas.
Cabe pensar que las lagunas reciban la sangre desde

los ventriculos y la inyecten en el arbol coronario y
raiz de la aorta, jugando un papel a modo de tercer

ventriculo, o bien que actuen de cisterna de distri-
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bucidn que recibe sangre de un tronco principal coro-
nario y dec ambos ventriculos y que la distribuya por

el fino arbol coronario al que da origen.

El hecho mds importante de las lagunas vascularcs
intramiocdrdicas en el contexto del presente estudio,
es que en tres casos de cestas lagunas y en el dia 15
de desarrollo hemos dectectado la presencia de formacio- .
nes valvulares bicuspides con velos en forma de nidos
de golondrina ( Fig. 64 ). La disposicidén de estos
velos tenia lugar en uno de los casos en la zona de
unidén del tunel vascular procedente del ventriculo iz-
quierdo con la laguna vascular. En los otros dos casos
las formaciones valvulares asentaban en zonas de estre=-
chamiento de la laguna vascular. Desde el punto de vista
estructural cada velo constaba de una masa de mesénqui-
ma laxo, similar al de los mamelones de los velos mal-
formados, en el que no podia detectarse una organizacidn
especial ( Fig. 65 ). Un hecho importante a resaltar es
que una de estas valvulas en la zona de su concavidad
daba origen a un pequefio vaso arterial, tomando una gran

semejanza con los senos de Valsalva.



V.- DISCUSION
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Nuestros resultados confirman estudios previos
realizados en este departamento ( Hufle, 19793 Hurle
y cols., 1980; Colvee y Hurle, 1981 ) los cuales se-
fialan que el desarrollo de los velos valvuwlares tie-

ne lugar en tres periodos.

El primer periodo se extiende entre los estadios
28~29 de Hamburger y Hamilton ( 1951 ) ( dias 5,5-6 )
y en el tiene lugar la apricidn de los esbozos valvu-
lares. Nuestras observaciones muestran que la aparicidn
de los. esbozos de los diferenres velos se realiza de
manera sucesiva, de tal manera que los primeros esbo-
zos en aparecer son los mds mediales, es decir los aso-~
ciados a las crestas tronco-conales, y en una etapa
inmediat amente posterior se desarrollan los esbozos
laterales, asociados a la pared libre del tronco-cono.
Ademds estos esbozos laterales en un principio son
ligeramente mds caudales que los mediales. Shaner ( 1963
ha sugerido que estas pequeifias diferencias en el desa-
rrollo pueden explicar la diferente susceptibilidad
de los esbozos a ser afectados por alteraciones del
desarrollo. Sin embargo; a lo largo de nuestro estudio
en embriones de pollo, las {nicas alteraciones espon-
taneas que hemos podido detectar con una frecuencia

apreciable ha sido la formacidn de un pequeiio esbozo
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supernumerario que se dispone entre el velo anterior
y el derecho de la vilvula pulmonar, y no parece 16—
gico que la existencia de esta variacidn pueda ser

explicada por el orden en que se desarrollan dichos

esbozos.

El segundo periodo del desarrollo se extiende
entre los estadios 30-35 de Hamburger y Hamilton
( dias 6,5-9 ) y se caracteniza porque en el se pro-
duce la excavacidn de la cara arterial de los esbo~-
zos valvulares. Al igual que en el estudio de Hurle
( 1979') nuestras observaciones muestran que lo mis
llamativo de este periodo es la formacidn de un en-
grosamiento del endotelio de la cara arterial que se
proyecta en forma de corddn celular sdlido hacia el
interior del esbhozo valvular. Este engrosamiento
endotelial a medida que avanza en su crecimiento
desarrélla una luz en la zona mis proximal elabo-
randose de esta manera los senos de Valsalva. La
presencia de células endoteliales en degeneracidn
y de células sanas en aparente proceso de despren-
dimiento hacia la corriente sanguinea en esta zona
de engrosamiento endotelial,sugiere que la formacidn
de los senos de Valsalva tiene lugar por un proce-—
so de excavacidén llevado a cabo mediante un mecanis-
mo de eliminacidn celular. Procesos similares de

eliminacidn celular han sido descritos en el desarro-—
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1lo de otros Srganos embrionarios tales como la fu-
sidn de los tubos endocardicos ( Ojeda y Hurle, 1975;
1981 ), la formacidén del ostium secundum ( Hendrix y
Morse, 1977 ) y la climinacidén de las membranas buco-
faringea ( Waterman y Schoenwolf, 1980 ) e interdigi-
tales ( Hurle y Colvee, 1982 ). Un hecho importante

a comentar, es la causa que determina este proceso

de desprendimiento celular. En este sentido la pre~
sencia de células en desprendimiento con amplias
invaginaciones citoplasmiticas repletas de material
fibrilar similafes a las observadas por nosotros,

han $ido también detectadas en procesos similares de
desprendimiento celular ( Ojeda y Hurle, 1981 ) ¥
sugiere que el proceso puede ser debido a una modi-
ficacién de las caracteristicas del material extra-
celular subyacente. Es un hecho bien conocido que

los materiales extracelulares son elementos fundamen—
tales due condicionan en gran medida la adhesividad
celular ( Abatangelo y cols., 1982; Ruoslahti y cols.,
19813 Kleiman y cols., 1981 ) la motilidad celular

( Armstrong y Armstrong, 1980; Toole, 1973 ) e inclu~
so existen evidencias que apoyan su posible partici-
pacidén como inductores de procesos de necrosis celular
( Hurle y Ojeda, 1979; Kelley, 19733 Knudsen y Ko~
chhar, 1981; Ojeda y Hurle, 1975 ). Otras posibili-
dades tales como un efecto de lavado de las células

en proceso de degeneracidn por medio del efecto me-
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o, . - .
canico de la corriente sanguinea no pueden ser des-—
. . « P . .
cartadas sin la realizacidn de estudios experimenta-

les, aunque ambas hipdtesis no son excluyentes.

El tercer periodo comienza en el estadio 35 de
Hamburger y Hamilton ( dia 9 ) y en el dia 17 de in-
cubacidn alin no ha concluido ( Hurle, 1979 ). Exis-
ten dos hechos fundamentales que caracterizan este
periodo. Por un lado la zona presuntiva de la l4mina
esponjosa va siendo ocupada por tejido muscular car-
diaco. Por otronlado el material extracelular apare-
ce progresivamente mids rico en componentes fibrila-
res del tipo del coligeno y las células mesenquima-
tosas van adquiriendo la morfologia de fibroblastos,
concentridndose en la zona prospectiva de la limina

fibrosae.

Lé aparicidén de tejido muscular cardiaco en las
vilvulas de pollo ha sido descrito previamente por
Hurle ( 1979 ) y posiblemente sea un dispositivo
importante para la dindmica valvular ( Fernandez-Teran
y Hurle, 1982 ). El origen de este tejido muscular
resulta dificil de explicar sin realizar experiencias
de marcaje. Una posibilidad es que los miocitos se
diferencien in situ a partir del mesénquima valvular,
tal como parece ocurrir en otras zonas del esbozo

cardiaco ( Viragh y Challice, 1973 ), sin embargo en
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nuestro andlisis ultraestructural no hemos observado
imigenes de etapas intermedias de transformacidn del
mesénquima en misculo que apoyen esta posibilidad. Por
el contrario el hecho de que los miocitos se encuen-
tren desde un comienzo unidos, formando cadenas que
‘parecen continuarse con la musculatura de la regidn
del tronco-cono, sugiere que su presencia se debe a
una invasidén del esbozo valvular desde las capas ex-

ternas de esta regidn.

Nuestras observaciones muestran que la formacién
de la ldmina fibrosa y el tejido conectivo de la es-
ponjosa se realiza a partir del mesénquima valvular.
El incremento del reticulo endopldsmico rugoso y la
aparicién en el interior de sus cisternas de un mate-
rial amorfo en las células mesénquimatosas,concomitan-
te con la aparicién de abundante coldgeno en el espa-
cio extracelular,es indicativo de un proceso de sin-
tesis por parte del mesénquima, aunque no puede des-
cartarse una intervencidn tanto del endotelio como
del miocardio en este proceso ( Kleiman y cols.,1981 ).
Algunos hechos observados en asociacidén a este proce-
so de sintesis de coldgeno merecen una especial
atencién. Son hechos significativos que en contras-
te con el desarrollo del reticulo endoplismico las
cisternas del aparato de Golgi mantienen una disposi-

cidn similar a la de etapas anteriores, y el que el



reticulo endoplismico muestre un gran nimero de
cisternas en asociacidén intima con la membrana celu-
lar. Este hecho ha sido observado en fibroblastos de
tejido cicatricial y se ha sugerido que el reticulo
seria capaz de liberar sus productos de sintesis di=~
rectamente al espacio extracelular sin necesidad de
su empaquetamiento en las cisternas de Golgi ( Ross .
y Benditt, 1965 ). Por otro lado la presencia de
invaginaciones de la membrana celular conteniendo
fibras de coligeno puede tener dos significados. Tal
como sefiala Treskald ( 1975 ) a partir de observacio-
nes de tendones en desarrollo, el hecho puede signi-
ficar la existencia de un dispositivo especial para
organizar la ordenacidén del material extracelular.
Por otro lado tales imdgenes pueden significar la-
existencia de un proceso de fagocitosis del colige-
no para su degradacidén ( Beertsen y cols., 1978 ).
En nueétro caso el hecho de no detectar imigenes de
coldgeno degradado en vesiculas intracitoplasmiticas
y las propias caracteristicas de ser un tejido en

intenso desarrollo apoyan la primera posibilidad.

Las causas que determinan todas las etapas del
desarrollo valvular no pueden ser determinadas a
partir de estudios exclusivamente morfoldgicos, sin.
embargo, existen numerosos hechos gque sugieren una

correlacidn entre las caracteristicas morfoldgicas

159
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del esbozo valvular y las caracteristicas del flujo
sanguineo que se va generando durante el desarrollo.
De hecho algunos modelos artificiales predicen la
formacidn de vilvulas semilunares cuando se imitan
las condiciones deli! flujo sanguineo de esta regidn
del esbozo cardiaco ( Rodbard, 1956 ). En este senti-
do las caracteristicas de la superficie ventricular

y de la arterial de los esbozos, que estdn sometidas

a fuerzas hemodindmicas diferentes ( Bellhouse y
Bellhouse, 1968 ), difieren considerablemente en las
modificaciones ﬁbrfolégicas que sufren a lo largo del

desarrollo.

En los primeros estadios del desarrollo valvular,
la cara ventricular de los esbozos se forma por célu-
las endoteliales alargadas que de manera progresiva
se alinean siguiendo el curso de la corriente san-
guinea; Por debajo dei endotelio, el mesénquima de
esta regién sufre una alineacidén similar. Estos da-
tos estin de acuerdo con los obtenidos en:estudios
centrados en la estructura de la pared arterial,
que muestran que el flujo sanguineo determina la
ordenacidn del endotelio ( Flaherty y cols., 1972;
Rhodin, 1980 ) bien actuando directamente sobre el
citoesqueleto celular ( Roger y Kalnis, 1981 ) o
mds probablemente modificando las caracteristicas

del tejido subendotelial ( Reidy y Schwartz, 1981;
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Jackman, 1982 ). Ailo largo del desarrollo, a medida
que la fuerza del flujo se va incrementando ( Paff

y cols., 1965 ) la caracteristica alinecacidén del me-
sénquima subendotelial se exagera. A partir del dia
9-10 del desarrollo los esbozos valvulares han deja-
de de ser un tejido homogeneo debido a la formacidn
de las laminas fibrosa y esponjosa, por lo que pre-
sumiblemente y desde el punto de vista de las cargas
mecanicas que sufre el esbozo valvular, también deben
de producirse irregularidades similares a las que
tienen lugar en ios velos adultos. En este periodo
los cambios morfolégicoé observados en el esbozo val-
vular son la aparicidn de los nddulos de Arancio o

de Morgagni, los cuales se caracterizan por la for-
macién de una: prominencia en la zona central supefior
de la cara ventricular, en la que las células pierden
su ordenacidn longitudinal haciendose poligonales y
pobres'en microvellosidades. Estos hechos posiblemen-
te se‘correlacionen con la creacidén de una zona de
cierre valvular caracteristico de los velos adultos

( Thubrikar y cols., 1979 ). Las modificaciones ob-
servadas podrian deberse al efecto mecdnico del cie-
rre o a caracteristicas especiales que pueda formar
el flujo en esta regidén , ya que en los modelos fi-
sicos también tiene lugar la formacidn de estas ex—

crecencias en la pared del eshbozo ( Rodbard, 1956 ).
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En la cara arterial de los velos valvulares
las caracteristicas, tanto del endotelio como del
mesenquima subyacente, son muy diferentes a los de
la cara ventricular. Antes de la excavacidn las
células endoteliales son globulares, dejan‘amplias
"hendiduras intercelulares y las mitosis son abundan-
tes. A partir del dfa 6,5 el endotelio forma un cordép
celular que como ya hemos descrito termina por formar
el seno de Valsalva. Durénte todo este periodo inicial
del desarrollo valvular el mesénquima subyacente es muy
laxo y sus células no estfn alineadas. Estos hechos
concuerdan con la posibilidad de que la zona superior
del esbozo quede excluida inicialmente del efecto
meclnico del flujo, tal como predicen los modelos
artificiales de estudio de la circulacién ( Rodbard,
1956 ) ya que similares‘caracteristicas celulares
tienen‘lugaf én los endotelios vasculares aislados
del flujo ( Nelson y cols., 1976 ). Por otro lado
una vez que el esbozo valvular forma una pequefia
excavacién en su cara arterial, la corriente sangui-
nea presumibiemente forma remolinos ( Bellhouse y
Bellhouse, 1968 ) que nuevamente pueden ejercer in-
flujo mecénico sobre los tejidos de esta cara. En
este sentido es importante resaltar que es precisa-
mentg una vez que se han formado los senos de Valsal-
va cuando el mesénquima subendotelial se condensa y

se alinea para formar la l4mina fibrosa.
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Los resultados obtenidos tras los injertos del
segmento del tronco-~cono correspondiente al esbozo de
las vdlvulas semilunares en membrana corioalantoidea,
pueden interpretarse como sugestivos de que el desa-
rrollo de las vldlvulas semilunares requierc la exis-
tencia de un flujo sanguineo pulsidtil. Sin embargo
otras posibilidades no pueden descartarse ya que di-
versos autores ( Sperelakis y Shigenobu, 1974; Kinsella
y Fitzharris, 1980 ) han observado que el corazén en
cultivo de 8rganos sufre una oclusién de la luz, lo
que impide.su desarrollo normal a no ser que, de forma
artificial, se evite este fenémeno de oclusidn vascu-
lar ( Kinsella y Fitzharris, 1980; Fitzharris, comuni-~
cacidn personal ). De esta manera la falta.de desarro-
110 valvular observada en nuestra experiencia podria
ser secundaria.a la oclusién de la 1luz del tronco-cono,

v no una consecuencia directa de la ausencia de flujo.

En lo que respecta a las experiencias realizadas
con el ffn de alterar los patrones normales del flujo
sanguineo cardiaco, el mecanismo por el cual, la colo-
cacidén del hilo detungsteno en la zona del tronco-cono
produce malformaciones no.es facil de interpretar.
Algunos autores ( Rychter, 1962; Gessner, 1966 ; Pexie~
der, 1978 ) realizando experiencias similares, inter-
pretan las malformaciones obtenidas como consecuencia

de una alteracién del flujo sanguineo, otros sin embars
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go piensan .que la malformacidén se debe a una dificul-
tad mecdnica del tronco-cono para desplazarse hacia
la izquierda y asf terminar sus conexiones con el
ventrfculo de manera adecuada ( Dor y Corone, 1981 ).
En nuestro caso aunque no podemos decidir entre ambas
causas, 1o que sf parece un hecho evidente es que las
malformaciones obtenidas corresponden a diferentes
grados de alteracidén del proceso de incorporacién del
cono hacia el ventrficulo izquierdo ( Gessner, 1966 ).
Asf el grado I se corresponde con un incremento de la
- geparacidn adrtéfmitral, sfndrome considerado por
Rosenquist y cols. ( 1979 ) como el grado m&s bajo
de deficiencias de la absorcidén del cono. El grado
IIT y IV de nuestro estudio se corresponderia con
los grados mis avanzados de alteracidn de dicho pro-
ceso. Desde el punto de vista hemodinfmico, extrapo-

lando los datos recogidos en estudios clfinicos, puede
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decirse que ya‘a partir del grado I tienen lugar altes

raciones del flujo, y que estas alteraciones presumfi-
blemente modifican la. dindmica de los velos valvula-

res ( Hagaman y cols., 1980 ).

De manera significativa las vAlvulas semilunares
muestran considerables alteraciones en asociacidén al
resto de malformaciones cardiacas producidas por la
téalica experimental empleada. Algunos hechos pueden

destacarse de estos resultados, asf{ las alteraciones
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valvulares comienzan-a hacerse ostensibles a partir
del dfa 10 de incubacidén, y son mis frecuentes e in-
tensas en la v&lvula adrtica y cuanto mayor sea el
trastorno de la tabicacidn cardiaca. Estos hechos
son' indicativos de que las malformaciones valvulares
son secundarias a trastornos de la tabicacién y no.
consecuencia del efecto mecénico o téxico.del hilo

de tungsteno gn la clfniea humana, la asociacién de
malformaciones valvulares con trastornos de la tabi-
cacidn cardiaca es un hecho dque se observa con gran
frecuencia, y la"cuestién-de que si la malformacidn
valvular es secundaria o concomitante con los otros
trastornos de la tabicacién cardiaca no esti resuel-
ta. En virtud de la incidencia de malformaciones val-
vulares en corazones de . diferentes edades con tras-
tornos de la tabicacién, Moore y cols. ( 1980 ) han
sugerido que las malformaciones valvulares son fend-
menos secundarios que se desarrollan mis tardfamente
como consecuencia de un £flujo anbémalo. Nuestros re~
sultados pueden considerarse como una prueba experi-

- mental de esta hipdtesis.

La variedad de malformaciones valvulares obteni-
das en nuestro estudio es muy restringida. La mayor
parte de las veces la alteracidén consiste en una
falta de diferenciacién de los tejidos valvulares

junto a una amplia proliferacibn del mesénquima, que
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tiende a formar mamelones que hacen protusidén hacia
la luz vascular. E1 hecho de que ambos fendmenos se
exageren a medida que avanza el desarrollo. sugiere
que son consecuencia del flujo anémalo. Ademis el
endotelio que recubre los mamelones mesenquimatosos
pierde su alineacién con respecto a la direccidn del
flujo, lo que apoya la idea de un factor causal hemo-
dinfmico para este proceso. Un cuadro similar de al-
teraciones valvulares se observa con frecuencia en la
clfnica, y se describe con diferente terminologfia

( degeneracidn mixomatosa, diferenciacién incompleta,
hamartoma, etc. ) debido al desconocimiento de las
causas que lo determinan. Nuestras observaciones apo=~
yan la hipétesis de Hyams y Manion ( 1968 ) qienes
han propuesto que al menos algunas formas de esta
alteracidn pueden ser de origen congénito y consecuen-
cia de una alteracién muy temprana del flujo sangui-
neo. Otros autores también han observado un engrosa-
miento de los velos valvulares o formacién de nédulos
en asociacibn a trastornos de la tabicacién cardiaca

( Becker y cols., 1971; Okada y cols,, 1969 ).

Las causas Intimas del proceso de proliféracién
del mesénquima , de la ausencia de diferenciacidn de
la fibrosa y de la invasién mioclrdica de la espon-
josa muy probablemente residan en las caracteristicas

del material extracelular, ya que son sus componentes
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los que regulan procesos similares en la mayor

parte de tejidos y érganos ( consultar Icardo, 1980
para una revisién ). Por otro lado diversos estudios
sugieren que el flujo sanguineo interviene de manera
importante en el mecanismo de produccidén de materiales
extracelulares de los érganos circulatorios ( Reidy y
Schwartz, 1981 ). De esta manera podria sugerirse la
hipbtesis de que como consecuencia de la alteracidn
experimental del flujo, se modificarfa la composicidn
u organizacidén del material extracelular de los velos,
lo que a su vez &eberminaria una falta.de diferencia-
cidn y la proliferacidn del mesénquima, dando lugar a

~la alteracibén obbenida por nosotros.

En la patologfa humana, la lesién mAs frecuente
de las v&lvulas semilunares es la formacién de vAlvulas
bicﬁspides o la fusidén de comisuras, y salvo en algunos
casos que la alteracién se debe a procesos inflamato-
rios, en muchas ocasiones' se consideran procesos se-
cundarios a alteraciones del flujo sanguineo ( Moore
y cols., 1980 ). Es significativo en nuestro estudio
el que nunca hayamos encontrado vAlvulas bictlspides..
Este hecho se podria explicaf de dos maneras diferen-
tess De un lado que en el pollo, por razones que no
podemos explicar, la formacidén de vilvulas bicidspides
no sea tan frecuente como en el hombre. En este sen-

tido hemos de resaltar que la significacién filogené-
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tica de los esbozos quec intervienen en la formacién
de las vAlvulas en.el pollo es diferentec a la de los
mamfferos ( Shaner, 1962 ), y que en la larga secrie
de embriones controles estudiados por nosostros,

nunca hemos detectado vilvulas biclspides espontaneas.
Otra posible explicaciédn, es que la formacidén de
vAlvulas bicispides a consecuencias de alteracionecs
del flujo, sea un procesoc mis lento y que se produzca
en etapas ﬁardias,,o incluso en el periodo postnatal,

que nosotros no hemos estudiado.

Finalmente, un. hecho importante a resaltar de
nuestros resultados, es la formacidén de valvuloides
en forma de nido de golondrina en la pared de los
vasos coronarios.comunicados anormalmente con las
cavidades ventriculares. La alteracién vascular
corresponde con fistulas arterio-ventriculares, y
es un hecho importante que los valvuloides se loca-
lizan en zonas de estrechamiento del vaso dispuestas
en la proximidad de la cavidad ventricular. Estos
hechos morfoldgicos sugieren que el flujo que se
forma en tales zonas es un flujo pulsétil, similar
al que ocurre en las zonas de salida de los grandes
vasos, En conseccuencia, la aparicidén de estos valvu~
loides apoya la idea de que la existencia de un flu-
jo pulsitil en una zona de estrechamiento del cali-

bre vascular "puede ser un factor determinante de la



gifiesis de las vilvulas semilunares ( Rodbard, 1956 ).
Hutchins y Maron ( 1972 ) en un estudio de 1.100
autopsias han observado la aparicidn de valvuloides
similares, producidos por proliferacién del endotelio
vascular en corazones con vilvulas insuficieates.

ia posicién de los valvuloides.y su forma se'bodia
explicar, segin dichos autores, como consecuencia de

la regurgitacidén sanguinea debida a la insuficiencia

valvular,
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Con el fin de conocer las causas que determinan
la morfogénesis y la histogénesis de las vilvu-
las semilunares, y de manera especial el posible
papel de los factores hemodindmicos, hemos estu-
diado el desarrollo de estas estructuras en el
embridn de pollo en condiciones normales y tras

la modificacién experimental del flujo cardiaco.

El desarrollo normal de los velos valvulares se
ha estudiado»empléando para ello técnicas de

microscopfa. dptica, electrdnica de transmisién

y de barrido, junto a técnicas histoqufimicas de

detececidn de la actividad fosfatasa alcalina.

39,~ Con el ffn de modificar las condiciones normales.

deliflujo sanguineo que actua sobre las vAlvulas,
hemos realizado dos tipos de experiencias:

a) Aislamiento de los esbozos valvulares
del flujo sanguineo mediante su injerto y cultivo
en membrana corioalantoides,

b) Alteracién de los patrones normales del
flujo mediante la induccidn de alteraciones de
la tabicacién cardiaca por medio de la constriccién
del tronco-cono con un hilo de tungsteno, siguien-

do la técnica de Gessner ( 1966 ).
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4.~ La aparicidén de los esbozos valvulares en el
embridén de pollo tiene lugar durante los dias

5,5 a 6 del desarrollo.

52.— Durante los dias 6,5 a 9 los esbozos valvulares
sufren un proceso de excavacién en su cara arte-
rial que determina la formacidn de 1los senos
valvulares, Desde el punto de vista morfoldgico,
este proceso se caracteriza por la formacidn
de un engrosamienﬁo del endotelio de la cara
arterial en forma de cordén celular s8lido, que
posteriormente se luminiza mediante el despren-—
dimiento y degeneracidén de las células en su zona

central.

62,~ La aparicién y maduracién de las capas fibrosa y
esponjosa de los velos valvulares tiene lugar a
partir del dfa 9 y se extiende al menos, a lo
largo de todo el periodo anterior a la eclosién.

72.~ La formacién de la limina fibrosa tiene lugar
por la condensacidﬂ del mesénquima pof debajo
del endotelio de la cara arterial, acompafiandose
de una intensa deposicién de coligeno. Las carac-—
teristicas del retfculo endopldsmico del mesén-
quima de esta zona, sugiceren la posibilidad de

que el colégeno sea liberado directamente desde
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el reticulo endopldsmico al espacio extracelular,

sin la participacidén de las cisternas del Golgi.

La formacidn de la limina esponjosa tiene lugar
en la zona ventricular de los velos. En esta re-
gidén el mesénquima se dispone de manera laxa, y
progresivamente se infiltra de tejido muscular

cardiaco.

Durante todo el procesoc de formacidén de 1oskvelos
valvulares, la actividad fosfatasa alcalina es

mids intensa en el endotelio que en el mesénquima,
vy no existen cambios de dicha actividad a lo largo

de las diferentes etapas del desarrollo.

-~-Desde los primeros estadios del desarrollo valvular,

tanto el endotelio como el tejido mesenquimatoso
subendotelial de las caras arterial y ventricular
de los velos valvulares, son direrentes en su

forma, organizacidén y ultraestructura.

El cultivo de los eshozos valvulares en condicio-~
nes de aislamiento de la corriente sanguinea
cardiaca, mediante el injerto en coriocalantoides,
produce una completa desorganizacién celular,
perdiendcse por completo las caracteristicas
estructurales y morfoldgicas de los eshbozos

valvulares.

AN
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122,- La ccnstriccidn del tronco-cono en el dia

13

3,5 de incubacidén, mediante el hilo de tungs-—
teno, produce en el 60% de los embriones altera-
ciones de la tabicacidn cardiaca, cuya intensi-
dad:- hemos agrupado en los siguientes cuatro

tipos:

Tipo °~ X.- Alargamiento de la cdmara de salida
de la arteria aorta.

Tipo II.- Comunicacidén interventricular.

Tipo III.~fbomunicaci6n interventricular y doble
salida del ventriculo derecho.

Tipo IV.- Comunicacidn interventricular, doble
salida del wventriculo derecho y doble

entrada en ventriculo izquierdo.

A partir del dia 10 de incubacidn los corazones
con alteracién de la tabicacidn mostraban de
un 30 al 100% de'los casos, alteraciones de los
velos valvulares, que hemos agrupado en tres

grados de intensidad:

Grado A.~ Al menos un velo totalmente mamelonado,
con pérdida de su forma y estructura
normal.

Grado B.~ Al menos un velo con mamelones, pero
conservando la forma en nido de golon-

dirna.
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Grado C.= Al menos un velo o una comisura
con pequefias alteraciones morfold-

gicas.

14%2.~ La frecuencia e intensidad de las malformaciones

152, -~

valvulares era mayor en:

a) la vdlvula adrtica que en la pulmonar.
b) en los grados mids intensos de la alteracidn
de la tabiczcidn cardiaca.

¢) en los estadios mis avanzados del desarrollo.

El endotelio que recubre los mamelones valvulares
aparece formado por células poligonales, pobres
en microvellosidades y sin la orientacidn tipi-

ca de las células de la cara ventricular.

En tres casos de corazones experimentales que
presentaban fistulas arterio-ventriculares,
hemos observado la presencia de valvuloides
en forma de nido de golondrina, en la proximi-~

dad de la zona de unidn arterio-ventricular.
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172+~ Nuestros resultados sugieren que los factores
hemodinamicos intervienen en la morfogénesis
de los velos valvulares, y muy especialmente
en su histogénesis, lo que apoya la idea de
que las malformaciones valvulares pueden ser
producidas en periodos muy tardios del desarro-

llo.
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