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Resumen
La informacion sobre la génesis de los tractos de salida ventriculares es un tema
controversial. Actualmente se considera que los tractos de salida ventriculares se
originan de un primordio embrionario Unico (constituido histolégicamente por
miocardio, denominado conus), por un proceso de reduccién longitudinal y
septacion. La reduccién del conus se estim0 hasta en 2/3 partes de las
dimensiones originales y la septacién ocurriria justo en el centro del lumen conal,
originando de esta manera dos conductos tubulares transitorios: el cono-pulmonar
y el cono-adrtico, ambos conductos posteriormente se transformarian en el tracto
de salida de los ventriculos correspondientes. Sin embargo, las caracteristicas
histoldgicas de la continuidad fibrosa mitroadrtica, un componente del tracto de
salida del ventriculo izquierdo del corazén maduro, no concuerda con las
caracteristicas de tejido tipo miocardio del supuesto cono-aoértico. Para responder
a esa incognita se han propuesto varios procesos celulares que expliquen la
desaparicion del miocardio del cono-adrtico. Las propuestas incluyeron:
reabsorcion del miocardio, desdiferenciacion hacia tejido fibroso, y apoptosis del
miocardio. Sin embargo estudios experimentales sugieren que la reduccion y
correcta alineacién del conotronco con las grandes arterias, se debe a un proceso
de apoptosis masiva del miocardio del conus, troncus o ambos. Ademas
recientemente se ha desarrollado el concepto de 1° y 2° campos cardiacos. El
primer campo, se representa por las células que forman el corazon en etapa de
“tubo recto” y se propone que desarrollara al ventriculo izquierdo y al segmento

atrial. Posteriormente se adicionan nuevas poblaciones celulares desde un 2°



campo, causando la aparicion del conus y el troncus. Se menciona que el destino
del miocardio del conotronco ser& el miocardio del ventriculo derecho. Dejando sin
sustento la reduccién longitudinal por apoptosis masiva del conotronco. Por lo
anterior nos propusimos investigar los cambios topoldgicos del miocardio del
conus Yy su relacion en el desarrollo del canal atrioventricular durante la septacion
cardiaca, para tratar de proponer un modelo de desarrollo cardiaco que explique la
formacién de los tractos de salida ventriculares. Utilizamos técnicas de marcaje
selectivo de tinta china/carbon en corazones en desarrollo del embrién de pollo
gue por sus caracteristicas de manipulacion in ovo es posible hacer estudios
longitudinales. Marcamos los limites anatémicos del miocardio del conus, en sus
paredes: ventral, dorsal, derecha e izquierda, después rastreamos el destino de
todo el miocardio conal en el coraz6n maduro. También marcamos el cojin
ventrosuperior del canal atrioventricular. Estudiamos el patrén de distribucion de
células en apoptosis. Por tinciones de rutina, analizamos los cambios topolégicos
del miocardio, del tejido mesenquimal, asi como del lumen del conus y del canal
atrioventricular. Posteriormente hicimos inmunodeteccién de proteinas que
participan en las uniones ocluyentes, adherentes y comunicantes entre el
miocardio conal. Encontramos que el conus termina de integrarse al corazén en
estadio 22HH, es una estructura derecha y el canal atrioventricular es izquierdo. El
miocardio del conus, tenia estructura tubular similar a la letra “O”, en estadios
24HH-28HH, el miocardio perdié continuidad en una regidon dorso-izquierda, los
bordes libres de miocardio, se fueron desplazando en sentidos opuestos hasta
formar una estructura similar a la letra “U”, los extremos libres siguieron

desplazandose en direccion ventral, hasta finalmente transformarse en gran parte
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de la pared libre del ventriculo derecho. Por otro lado los cojines ventrosuperior y
dorsoinferior del canal atrioventricular se acercaron paulatinamente (22HH-24HH),
hasta fusionarse para formar el tabique medio del canal atrioventricular (26HH), el
tejido mesenquimal adyacente a la zona de apertura del miocardio conal y el cojin
ventrosuperior del canal atrioventricular formaron un continuo en la zona de
apertura impidiendo el corto circuito cardiaco. Las marcas plasticas colocadas en
el cojin ventrosuperior, se encontraron en la valva anteroseptal de la valvula
atrioventricular izquierda, en la continuidad fibrosa mitroadrtica y en una porcién
lisa y paramedial del tabique interventricular; lo que siguiere que los cojines del
canal atrioventricular se transformaron en el tracto de salida del ventriculo
izquierdo y en gran parte del esqueleto fibroso del corazon. Los procedimientos de
inmunodetecciodn, focalizados en la zona de apertura del conus sugieren que solo
las uniones comunicantes, dejan de expresarse conforme el miocardio del conus
de la pared dorsoizquierda pierde continuidad tubular. Es probable que la perdida
de adhesién celular del miocardio conal sea mediada por la fosforilacion de [B-
Catenina en Thr*®3. Con esta informacién, proponemos que los tractos de salida
ventriculares se originan desde primordios embrionarios distintos: el tracto de
salida del ventriculo derecho por la transformacién del conus, y el tracto de salida
del ventriculo izquierdo se origina desde el tabigue medio del canal
atrioventricular. Estos hallazgos pueden aportar informacion para interpretar la
etiologia de las cardiopatias congénitas troncoconales, grupo de cardiopatias de

mayor incidencia a nivel mundial.



Abstract

Information on the genesis of ventricular outflow tracts is a controversial issue.
Currently, ventricular outflow tracts are considered to originate from a single
embryonic primordium (histologically constituted by myocardium, called conus), by
a process of longitudinal reduction and septation. The reduction of the conus was
estimated up to 2/3 of the original dimensions and the septation of interruption just
in the center of the conical lumen, thus originating two transient tubular ducts: the
pulmonary cone and the aortic cone, both posterior conductors they would become
the exit tract of the corresponding ventricles. However, the histological features of
mitroaortic fibrous continuity, a component of the left ventricular outflow tract of the
mature heart, do not match the characteristics of the myocardial tissue of the
supposed cone-aortic. To answer this question, several mobile processes have
been proposed that explain the disappearance of the myocardium from the aortic
cone. The proposals included: myocardial reabsorption, dedifferentiation to fibrous
tissue, and myocardial apoptosis. However, experimental studies that reduce and
correct the alignment of the conotron with the great arteries, must a process of
massive apoptosis of the myocardium of the conus, trunk or both. In addition, the
concept of 1st and 2nd cardiac fields has recently been developed. The first field is
represented by the cells that form the heart in the "straight tube" stage and is
proposed to develop the left ventricle and the atrial segment. Subsequently, new
cell populations are added from a 2nd field, causing the appearance of the conus
and the trunk. It is mentioned that the fate of the conotron myocardium will be the

right ventricular myocardium. Leaving the longitudinal reduction by massive



apoptosis of the conotron without sustenance. Therefore, we set out to investigate
the topological changes of the myocardium of the conus and its relationship in the
development of the atrioventricular canal during cardiac septation, to try to propose
a cardiac development model that explains the formation of the ventricular outflow
tracts. We use selective marking techniques of Chinese ink / charcoal in
developing hearts of the chicken embryo that, due to its in ovo handling
characteristics, longitudinal studies are possible. We mark the anatomical limits of
the conus myocardium, on its walls: ventral, dorsal, right and left, then trace the
fate of the entire conal myocardium in the mature heart. We also mark the
ventrosuperior cushion of the atrioventricular canal. We study the pattern of
distribution of cells in apoptosis. By routine stains, we analyze the topological
changes of the myocardium, mesenchymal tissue, as well as the lumen of the
conus and the atrioventricular canal. Subsequently we did immunodetection of
proteins that participate in occluders, adherent and communicating junctions
between the conal myocardium. We found that the conus finishes integrating with
the heart in stage 22HH, it is a right structure and the atrioventricular canal is left.
The myocardium of the conus, had a tubular structure similar to the letter “O”, in
stages 24HH-28HH, the myocardium lost continuity in a dorso-left region, the free
myocardial edges, moved in opposite directions until forming a similar structure to
the letter "U", the free ends continued to move in the ventral direction, until finally
becoming a large part of the free wall of the right ventricle. On the other hand, the
ventrosuperior and dorsoiniorior cushions of the atrioventricular canal gradually
approached (22HH-24HH), until they merged to form the middle septum of the

atrioventricular canal (26HH), the mesenchymal tissue adjacent to the opening
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zone of the conal myocardium and the ventrosuperior cushion of the
atrioventricular canal formed a continuum in the opening zone preventing the short
cardiac circuit. The plastic marks placed in the ventrosuperior cushion were found
in the anteroseptal leaflet of the left atrioventricular valve, in the mitroaortic fibrous
continuity and in a smooth and paramedial portion of the interventricular septum;
which follows that the atrioventricular canal cushions became the left ventricular
outflow tract and largely the fibrous skeleton of the heart. Immunodetection
procedures, focused on the opening area of the conus, suggest that only the
communicating junctions cease to express themselves as the conus myocardium
of the back-left wall loses tubular continuity. The loss of cellular adhesion of the
conal myocardium is likely to be mediated by the phosphorylation of B-Catenin in
Thr393. With this information, we propose that ventricular outflow tracts originate
from different embryonic primordia: the outflow tract of the right ventricle due to the
transformation of the conus, and the outflow tract of the left ventricle originates
from the middle septum of the atrioventricular canal. These findings can provide
information to interpret the aetiology of congenital congenital heart disease, a

group of heart diseases with the highest incidence worldwide.
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l. Introduccioén

1.1. Anatomia del corazon

1.1.1. El corazon

El corazon, o6rgano principal del aparato circulatorio, es un musculo hueco
compuesto de cuatro camaras, funciona como una bomba aspirante e impelente
de la sangre, anatbmicamente se ubica en la porcion inferior del mediastino, entre
los pulmones y por delante de la columna vertebral (Arteaga et al., 1987) (Figura
1A). Se considera que la silueta del corazén tiene forma de triangulo invertido, la
base es una linea imaginaria ubicada entre la unién de los atrios y los ventriculos,
incluyendo la porcién inicial de las grandes arterias, la punta del triAngulo se
representa por la punta del corazén, también conocida como apex cardiaco
(Anderson y Becker 1982) (Figura 1B y C). Ademas, se reconocen dos bordes:
el borde agudo que corresponde a la pared derecha de la silueta cardiaca y el
borde obtuso formado por la pared izquierda de la silueta (Figura 1C).
Recorriendo desde la porcion central de la base, hacia la punta, se puede
distinguir el surco interventricular anterior. Para su estudio, el corazén se divide en
tres segmentos facilmente distinguibles: el segmento atrial, el segmento ventricular
y el segmento arterial (Arteaga et al., 1987). El segmento atrial se constituye por
ambos atrios, derecho (Ad) e izquierdo (Ai); los atrios se encuentran separados
por un tabiqgue muy delgado llamado tabique interatrial; los atrios reciben la sangre
procedente de las venas pulmonares y de las venas cava inferior y superior,
posteriormente la sangre pasara al segmento ventricular, por medio de los orificios

atrioventriculares que contienen una valvula que regula el paso de sangre evitando
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asi la regurgitacion. EI segmento ventricular esta formado por los ventriculos
derecho (Vd) e izquierdo (Vi), también se encuentran separados por un tabique
que es mayoritariamente muscular, y una porcion pequefia de tejido fibroso que
separa al Ad del Vi, En conjunto se conoce como tabique interventricular (TiV).
Finalmente, el segmento arterial, incluye a la arteria pulmonar (Ap) y la arteria
aorta (Ao); la Ap recibe la sangre venosa procedente del Vd para llevarla hacia los
pulmones. Por su parte la Ao recibe la sangre arterial procedente del Vi y la

distribuye a todo el cuerpo, incluyendo al propio corazon.

1.1.2. El segmento ventricular

Ambos ventriculos tienen las mismas caracteristicas anatomofuncionales: 1) Un
tracto de entrada ventricular que aloja una valvula atrio-ventricular y su aparato
tensor musculo tendinoso, la valvula regula el paso de sangre del atrio al
ventriculo. 2) Una region trabéculada y 3) un tracto de salida ventricular que
contiene a la valvula ventriculo-arterial que regula el paso de sangre del ventriculo

a la arteria correspondiente (Anderson y Becker 1982; Arteaga et al., 1987).

1.1.3. Los tractos de entrada ventriculares

El tracto de entrada ventricular del Vd se caracteriza por contener la vélvula
atrioventricular derecha o tricuspide, los limites anatomicos del tracto, incluyen
desde la insercion de los musculos papilares anclados en la zona trabéculada,
hasta el anillo valvular insertado en el esqueleto fibroso del corazén (Figura 2B).
Por otro lado, el tracto de entrada ventricular del Vi aloja a la valvula

atrioventricular izquierda o mitral, sus limites anatomicos también corresponden a
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la linea de insercion de los musculos papilares de su aparato tensor valvular,
hasta el anillo valvular que también se integra al esqueleto fibroso del corazén (de

la Cruz and Markwald 1998) (Figura 2C).

Figura 1

Figura 1. El corazén. A) Situacién espacial. B) Silueta cardiaca, con una linea punteada
se muestra la base cardiaca y con asterisco la punta. En C, se adicioné digitalmente color
azul para identificar el borde agudo y en color rojo el borde obtuso, con un asterisco se

muestra la punta. Modificada de Anderson y Becker (1982).
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1.1.4. Regiones trabeculadas

La region trabeculada del Vd se caracteriza por presentar trabéculas musculares
gruesas, que se extienden desde la insercién de los musculos papilares hasta la
punta ventricular (Arteaga et al., 1987). Algunas estructuras musculares
destacadas son: la trabécula septomarginalis, la banda moderadora, la cresta
supraventricular y los musculos papilares anterior y papilar del cono. Por el
contrario, la region trabéculada del Vi, se caracteriza por trabeculaciones
delgadas, los musculos papilares anterolateral y posteromedial, son facilmente

diferenciables (Figuras 2B y C).

1.1.5. Tractos de salida ventriculares

El tracto de salida del Vd, también se conoce como infundibulo, se encuentra
anterior y superior respecto del tracto de salida del Vi, superficialmente tiene forma
de un cono truncado (Figura 2A), internamente sus limites anatomicos se
encuentran desde el anillo de insercién de la valvula pulmonar, hasta el borde libre
de la cresta supraventricular, se compone de 3 paredes de caracteristicas
musculares: la region subvalvular de la pared libre anterior del Vd, la cresta
supraventricular y el limbo anterior de la trabécula septomarginalis (Figura 2B). El
tracto de salida del Vi, también llamado vestibulo, no es perceptible desde la
anatomia superficial, se encuentra posterior e inferior respecto del tracto de salida
del Vd, sus limites anatomicos son desde el anillo de insercién de la Ao, hasta el
borde libre de la valva anteroseptal de la valvula mitral (la valva anteroseptal es
una estructura anatomica compartida por el tracto de salida y el tracto de entrada

del Vi). Sus paredes son mixtas: musculares y fibrosas; la porcion muscular
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corresponde a una porcion lisa y paramedial del TiV, las porciones fibrosas
corresponden al tabique atrioventricular y la continuidad fibrosa mitroaortica

(Figura 2C).

Figura 2

Figura 2. Tractos de entrada, zonas trabéculadas y tractos de salida ventriculares. A)
Digitalmente se muestra la region del tracto de salida del Vd. B y C) Diseccion de la pared
libre de ambos ventriculos, se observa el tracto de entrada en rojo, sombreado en azul la
region trabéculada y en amarillo el tracto de salida ventricular. En C) se puede observar
qgue la continuidad fibrosa mitroadrtica, forma parte de los tractos de entrada y salida

ventricular. Modificada de Anderson y Becker (1982).
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1.1.6. El esqueleto fibroso del corazon

Es una estructura de caracteristicas fibrosas que se ubica en el centro del
corazon, se compone de tres anillos continuos de tejido fibroso: 1) la véalvula
atrioventricular derecha, 2) la vélvula atrioventricular izquierda incluyendo a la
continuidad fibrosa mitroadrtica y 3) la valvula aértica. La zona de convergencia
entre los anillos se denomina cuerpo fibroso central, estructura que tiene relacién
con el tabique atrioventricular que separa al Ad del Vi. También del anillo aértico,
emergen tres puntales que corresponden a las zonas de insercion de las valvulas
sigmoideas aorticas (Figura 3A y B). Es relevante destacar que la valvula
pulmonar no forma parte del esqueleto fibroso (Figura 3B). Se piensa que la
funcion del esqueleto fibroso es darle soporte estructural a las valvulas
atrioventriculares y aortica, anclandolas en la masa muscular (Saremi et al.,

2017).

Figura 3

A
A Vavd B
1 4—I—> D )

VaVi

Figura 3. El esqueleto fibroso cardiaco. En A) se colorearon digitalmente los
componentes del esqueleto cardiaco: azul y rojo valvulas atrioventriculares derecha e
izquierda, en amarillo el anillo de insercién de la valvula ventriculo-arterial izquierda. En B
se ha disecado el esqueleto fibroso, es posible apreciar la formaciéon de una unidad

anatdmica, digitalmente se ha adicionado color azul a la continuidad fibrosa mitroadrtica.
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Modificada de Anderson y Becker (1982). Abreviaturas: vVAVd= Valvula atrioventricular
derecha, VAVi= Valvula atrioventricular izquierda. BruUjula: A= Anterior, D= Derecha, P=

Posterior, I= Izquierda.

1.2. Desarrollo embrionario del corazon

1.2.1. Desarrollo temprano

En aves y mamiferos, el corazén es el primer érgano en adquirir capacidades
funcionales, aunque anatémicamente se encuentre en estado primordial. Los
primeros indicios del desarrollo cardiaco se observan representados por dos
grupos de células que estan determinadas para diferenciarse en miocardio, se
ubican en el epiblasto en posiciones contralaterales respecto de la linea primitiva
(Figura 4a), fueron nombradas pre-areas cardiogénicas (Rawles 1943). Durante
la gastrulaciéon las células que constituyen las pre-areas cardiogénicas migran a
través de la linea primitiva. Estas células, ahora mesodermales contindan
migrando lateralmente, reuniéndose en una region anterior de la gastrula llamada:
mesodermo esplacnico; estas células mesodermales van a diferenciarse en
células cardiacas en respuesta a sefiales inductoras desde el endodermo, como la
proteina morfogenética del hueso (Mikawa 1999). En el mesodermo, hay cinco
factores de transcripcion que se consideran genes primordiales involucrados en el
desarrollo cardiaco, son genes altamente conservados a través de la evolucion:
NKX2.5, Mef2, GATA, Thx y Hand (Olson 2006). Esta red de genes controla el
destino de las células cardiacas, activando otros genes que codifican proteinas
para la morfogénesis cardiaca. Las células pre-cardiacas se consideran

multipotentes y se diferenciaran en células miocardiales, endoteliales y del
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musculo liso (Epstein et al., 2010). Las células pre-cardiacas migran en direccion
cefalomedial, para formar la creciente cardiogénica que tiene forma de herradura
(Figura 4b). En esta etapa las células que conforman la creciente cardiogénica
expresan mayoritariamente la proteina NKX2.5, la cual produce entre otras, la
expresion de la proteina ligera de la miosina (Lints et al., 1993). Después, la
creciente cardiogénica se desplaza en direccidén ventromedial, ahi se fusiona para
formar un tubo en forma de T invertida (Figura 4C), esta estructura es conocida
como “corazén en tubo recto” (Stalberg y DeHaan 1969). En esta etapa, el
corazon histolégicamente se constituye por una capa tubular de miocardio
revestida de endocardio y entre ambos tejidos los separa una abundante matriz

extracelular llamada gelatina cardiaca (Davis 1927).

Figura 4
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Figura 4. Morfogénesis del corazén. a. pre-areas cardiogénicas presentes en la etapa de

blastula. En b. formaciéon de la media luna cardiaca con células diferenciadas en
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miocardio. c. formacion del corazon en tubo recto por fusion de la creciente cardiogénica
en el centro de la linea media embrionaria. d. formacién del asa en C. e. formacion del
corazon con cuatro cdmaras aun con comunicacion entre ellas. f. Corazén con camaras
separadas. Abreviaturas: PT= tronco pulmonar, Ao= aorta, RA= atrio derecho, LA= atrio
izquierdo, RV= ventriculo derecho, ventriculo izquierdo, AA= arco aodrtico, AVC= canal
atrioventricular, IFT= tracto de entrada, IVC= vena cava inferior, IVS= tabique
interventricular, OFT= tracto de salida, PLA= atrio izquierdo primitivo, PRA= atrio derecho
primitivo, PV= vena pulmonar, SVC= vena cava superior, Tr= Trabécula. ML= linea media,

HFs= Pliegues cefalicos. Tomada de Buckingham et al. (2005).

En los afios 20 del siglo pasado, se propone el “modelo preformista” de la
cardiogénesis en el hombre (se utilizaron productos de abortos espontaneos). El
modelo describe, qué en el corazén en tubo recto, existen todas las estructuras del
coraz6én maduro, y que paulatinamente crecen a sus proporciones finales (Davis
1927). En contraparte, los experimentos de marcaje selectivo con tinta
china/carbén (marcaje-stc) en embriones de pollo in vivo, permitieron establecer
estudios longitudinales, que llevaron a proponer un concepto mas dinamico del
desarrollo cardiaco, el cual describe que en el corazén en tubo recto, solo se
encuentran las regiones trabéculadas del Vd y Vi en posicion céfalo caudal (de la
Cruz et al., 1989, 1991). Sin embargo recientemente existe amplia informacién
experimental en ratones transgénicos, donde se reporta que en corazon en tubo
recto, solo contiene el miocardio correspondiente al primordio del Vi y parte del
segmento atrial. Con esta informacion, se ha propuesto que las células de la
creciente cardiogénica ahora se nhombren: primer campo cardiogénico (Zaffran et

al., 2004; Buckingham et al., 2005).
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Figura 5
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Figura 5. Primer y segundo campos cardiogénicos. En rojo se representa a la creciente
cardiogénica, se propone como el precursor del miocardio del ventriculo izquierdo y
segmento atrial. En verde, el segundo campo cardiogénico, el cual se adiciona
paulatinamente desde el conotronco, se propone que forma el ventriculo derecho.
Abreviaturas: PhA= arcos faringeos, OFT= tracto de salida, RV= ventriculo derecho, LV=
ventriculo izquierdo, PA= atrio primitivo, RA= atrio derecho, Atrio izquierdo. Modificado de
Buckingham et al. (2005).

1.2.2. Corazén asaen Cy asaen S

Actualmente se acepta que al corazon en tubo recto, se adicionan cuatro nuevos
segmentos. Dos segmentos se incorporan desde el extremo caudal (tractos de
entrada ventriculares y primordios atriales), y dos mas, desde su extremo cefalico
(el conus y el troncus), causando que el corazon se pliegue hacia la derecha del
embrién, para adquirir una forma en C (asa en C) y posteriormente se tuerce hasta
tomar una forma de S (asa en S), Figura 4D. Los segmentos inicialmente
caudales se movilizan a una posiciébn céfalo-izquierda. El conus queda en
posicion céfalo-derecha, por su parte el troncus se orienta medialmente, su
extremo distal se interna al cuerpo del embrién y se continda con el saco adrtico
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(Stalberg y DeHaan 1969; Castro-Quezada et al., 1972; de la Cruz et al., 1977,
1989). El conus y el troncus se originan desde una fuente celular diferente, el
segundo campo cardiogénico (Mjaatvedt et al., 2001; Waldo et al., 2001;
Buckingham et al., 2005), localizado en una posicion dorsal al primer campo

cardiogénico (Figura 5).

1.2.3. La septacion cardiaca

La septacion cardiaca inicia en la etapa de asa en S, generalmente se ha descrito
que ocurre por engrosamiento de la matriz extracelular, la cual se va poblando
paulatinamente por células de tipo mesenquimal, originadas principalmente por
transicion epitelio-mesenquima que eventualmente formaran un septo para dividir
al corazén, generando de esta forma la circulacion de doble via, caracteristica de
las aves y los mamiferos (Manner et al., 1993). Adicionalmente, Kirby et al.,
(1983) demuestra que la septacion del troncus se origina por la adicién de
poblaciones celulares procedentes de una porcién de la cresta neural (estadio 18-
19HH), ubicada entre la vesicula 6ética y la tercer somita; las células inicialmente
migran a través de los arcos faringeos 3°, 4°, y 6° para después invadir la porcion
distal del conotronco. Asi las células de la cresta neural cardiaca formaran el
tabique aortopulmonar, el cual eventualmente dividir4 al troncus en la Ap y la Ao

(Kirby et al., 1983).

1.2.4. Desarrollo y septaciéon del conus
Experimentos de marcaje-stc realizados hace mas de 40 afios, utilizando como

modelo al embrién de pollo, demostraron que el conus se adiciona al corazén en
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la etapa de tubo recto (estadio 12) de la clasificacion de Hamburger y Hamilton
(1951), posteriormente en el estadio 14HH aparece el troncus, que junto con el
conus forman el conotronco, en la porcién cefalica del corazon (de la Cruz et al.,
1977). Estudios clasicos describen que la region del conus entre los estadios
12HH-16HH, se constituye por una capa continua de miocardio en forma de tubo,
revestido de endocardio y entre ellos coexiste una abundante matriz extracelular
carente de células. Conforme avanza el desarrollo, la matriz extracelular adquiere
la forma de dos abultamientos rectos llamados “crestas del conus” una con
orientacién dextrodorsal y la otra sinistroventral (de la Cruz 1977; Thompson et
al., 1987), al incrementar de tamafo, las crestas se van poblando de células
principalmente por transicién epitelio mesénquima (Eisenberg y Markwald, 1995),
y paulatinamente van separando al conus en dos nuevos conductos
independientes: “cono-pulmonar” y “cono-adrtico” (Goor et al., 1972), también se
les conoce como: “cono anterior” y “cono posterior (Kramer 1942; DeVries y

Saunders 1962; Pexieder 1978; de la Cruz et al., 1977), ver Figura 6.
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Figura 6
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s: 9 (29-33 h) St 12 (4549 h) St. 22 (3-5—4 days) St. 35 (8-5-9 days)

Figura 6. A;. Corazon estadio 22HH con diseccion para mostrar al cono anterior y
cono posterior, se observan las crestas derecha e izquierdas del conus (D-DCR y
S-VCR respectivamente). Introdujeron un cabello para mostrar la separacion del
conus en dos conductos separados. A-D, esquemas de los resultados de marcaje
selectivo del conus. En D, el cono anterior se transforma en el tracto de salida del
Vd. Abreviaturas: SCA-VC= cojin ventrosuperior del canal atrioventricular, ICA-
VC= cojin dorsoinferior del canal atrioventricular, VIF= pliegue ventriculo-
infundibular, R.A= atrio derecho, L.A.= atrio izquierdo, R.V.= ventriculo derecho,
L.V.= ventriculo izquierdo, PTRV= region trabeculada ventricular, S-VCR= cresta
sinistroventral del conus, D-DCR= cresta dextrodorsal del conus. APH= polo
arterial, St= estadio, PC= piso pulmonar. Modificado de: de la Cruz et al., (1977,
1998).

De esta manera, el conus pasa de ser un conducto Unico de forma tubular con

forma similar a la letra “O”, hacia dos conductos “00”. Mediante marcaje-stc de la
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Cruz y cols. (1977), describieron el destino del miocardio de la pared derecha del
conus (parte del cono-pulmonar), encontraron que las marcas plasticas colocadas
en los embriones de estadio 22HH, se habian desplazado en el coraz6n maduro, a
lo largo del tracto de salida del Vd (Figura 6A-D). El destino del cono-aortico solo
se habia descrito sobre cortes histologicos en embriones humanos, y la idea
generaliza de inicios del siglo pasado, era que el cono-adrtico se transformaria en
el tracto de salida del Vi (Kramer 1972). Incluso los experimentos de marcaje del
cono-pulmonar fue una base l6gica mas no experimental para mantener la idea
que el precursor del tracto de salida del Vi es la pared izquierda del conus (parte
del cono-adrtico). Sin embargo recientemente describimos en franca discordancia
con la idea clasica de la reduccién y septacién, que todo el miocardio del conus
se transforma en miocardio de gran parte de la pared libre anterior del Vd

(Lazzarini et al., 2012).

1.2.5. Desarrollo de los cojines del canal atrioventricular

Durante el estadio 17HH del desarrollo del embrién de pollo, la gelatina cardiaca
del canal atrioventricular (canal-AV) se va poblando de células de tipo
mesenquimal, principalmente derivadas por transicion epitelio-mesenquimal. Mas
tarde se hacen evidentes dos eminencias nombradas cojines del canal-AV, uno
de los cojines se encuentra en posicion ventrosuperior y el otro en posicion
dorsoinferior. Conforme avanza el desarrollo, ambos cojines se expanden
paulatinamente hasta fusionarse en el centro del canal (durante la etapa 26HH), al
fusionarse los cojines forman el tabique intermedio del canal-AV. Debido a su

posicion central en el canal-AV, el tabigue medio produce la formacion de la unién
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atrioventricular derecha e izquierda. Después el canal-AV se desplaza hacia la
derecha para alinearse con el TiV aun en desarrollo. Concomitante con la
formacién del tabique medio, aparecen dos cojines mas, de apariencia pequefia,
localizados en los extremos laterales de los conductos derecho e izquierdo del
canal-AV (de la Cruz et al., 1983). Evidencia experimental sugiere que el cojin
dorsoinferior contribuye al desarrollo del tabique atrioventricular y a las regiones
vecinas con los tabiques interatrial e interventricular, también participa en el
desarrollo de la valva septal de la valvula atrioventricular derecha. Por otro lado el
cojin ventrosuperior participaria en la formacion de la valva anteroseptal de la
valvula atrioventricular izquierda, también en la formacién del tabigue membranoso
atrioventricular y algunas zonas vecinas del tabique interatrial (de la Cruz et al.,
1982; Garcia-Peldez et al., 1984) ver (Figura 7). La participacion de los cojines

laterales del canal-AV es controversial.

Figura 7
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Figura 7. Marcaje selectivo del cojin ventrosuperior del canal-AV. En A se observa
el marcaje selectivo del cojin ventrosuperior del canal-AV. En B y C, se muestra el
destino final de las marcas plasticas: la valva anteroseptal (ASML), la linea de
insercion de la valva (flechas negras) y una porcion lisa del tabique
interventricular. Abreviaturas: APC= polo arterial, SCA-VC= cojin ventrosuperior
del canal atrioventricular, ICA-VC= cojin dorsoinferior del canal atrioventricular, C=
conus, RA= atrio derecho, RV= ventriculo derecho, ASLMV(2)= continuidad fibrosa
mitroadrtica, ASLMV(1)= valva anteroseptal de la valvula mitral, LA= atrio
izquierdo, LV= ventriculo izquierdo, Ao= aorta, AoC= cuspides aorticas, OS=
septum de salida. Modificado de: de De la Cruz M y Markwald R (1998).

1.3 Teorias de la remodelacion del conotronco

1.3.1 teoria del acortamiento del miocardio del conus

Estudios morfométricos realizados en embriones humanos sugieren que el conus
redice sus dimensiones longitudinales llegando a solo un tercio de su longitud
original (Goor et al., 1972), ver Figura 7. También otros estudios donde utilizaron
modelos de aves y de mamifero, abonaron informacion que concuerda con el
acortamiento longitudinal y rotacion del conus (Figura 6A-D), el troncus o ambos
(de la Cruz et al., 1977; Thompson et al. al., 1987; Ya et al., 1998). Esta idea
perduro por cerca de 30 afios sin ninguna explicacion sobre los mecanismos

celulares que explicaran la reduccién longitudinal.

1.3.2. Apoptosis del conotruncus
La muerte celular programada, también conocida como apoptosis, es un
mecanismo celular ampliamente expresado durante el desarrollo embrionario, para

la eliminacién y remodelacién de tejidos (Saunder, 1966; Menkes et al., 1970). La

31



presencia de apoptosis durante el desarrollo de los tejidos cardiacos se ha
reportado ampliamente (Pexieder 1975; Poelmann et al., 1998; Watanabe et al.,
1998, 2001;). En la década de 1970, Pexieder (1972a; 1972b; 1975) realiz6 un
estudio sobre la apoptosis durante el desarrollo y propuso una lista de mas de 30
focos de células en apoptosis, los llamo “sitios de degeneracion celular”. Uno de
los focos de muerte, correspondié a la regién del conotronco. Por otro lado se ha
relacionado a la apoptosis del conus, como un mecanismo para incrementar el
volumen ventricular. Recientemente Watanabe y colaboradores (1998, 2001)
sugieren que la apoptosis masiva del miocardio del conotronco, es la causa del
acortamiento longitudinal, la rotacion y la correcta alineacion de las conexiones

ventriculo-arterial.

Figura 7
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Figura 7. Acortamiento del conus. En A-C, esquema de la disminucién de la longitud del
conus. D, secciones sagitales de embriones humanos, donde se observa la disminucién
longitudinal del miocardio conal. Digitalmente se adicionaron lineas amarillas, para
evidenciar la reduccion conal. Abreviaturas: RV= ventriculo derecho, LV= ventriculo
izquierdo, VS= septum interventricular, CVF= flanco conoventricular, CVJ= unidn
conoventricular, ATAJ= unién aorticotruncal, PR= reflexion del pericardio, TS= septum
truncal, TR4= cresta truncal 4, AS= septum atrial, DC cojin dorsal del canal
atrioventricular, PC= cono pulmonar, SM= septum membranoso, TR= cresta truncal, VC=

cojin ventral del canal atrioventricular. Modificada de Goor et al. (1972).

1.4 Técnicas para evidenciar células en apoptosis

Las técnicas utilizadas para la deteccion de células en procesos apoptéticos estan
basadas fundamentalmente en los cambios morfolégicos que ocurren en las
células afectadas. EL ensayo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) expone células en apoptosis, al polimerizar la enzima
“terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT), que cataliza la adicibn de
nucleétidos dUTP (digoxigenina-nucleotidos), en los extremos libre 3'OH. Los
nucleotidos polimerizados forman un oligdbmero compuesto por digoxigenina-
nucleétidos con nucleétidos no marcados. Por ultimo los fragmentos de ADN que
se han etiquetado con la digoxigenina-nucleétidos son revelados por medio del
anticuerpo anti-digoxigenina acoplados a fluoresceina. Los tejidos deben ser
observados mediante microscopios laser confocal o de epiflourescencia para
excitar la fluoresceina e identificar celular positivas para apoptosis. Lysotreacker
Red (LTR). Es un reactivo supravital que permite identificar, células en apoptosis
en el oOrgano intacto. Este reactivo interactia con los cuerpos apoptoticos

producidos por fragmentacion del nucleo celular. Mediante esta técnica se ha
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utilizado previamente para estudiar la apoptosis en embriones de pollo, ratén y

rata (Watanabe et al., 1998).

1.5 Uniones celulares

1.5.1 Unidén ocluyente

Las uniones estrechas u ocluyentes se encuentran en el vértice que forman las
membranas plasméticas laterales entre células adyacentes (Figura 8A). Las
uniones ocluyentes rodean a cada célula lo que confiere un sello formado por
proteinas, la union impide la difusion de iones y solutos entre las células. Las
uniones estrechas se constituyen principalmente por dos familias de proteinas con
caracteristicas transmembranales: claudinas y occludinas (Van ltallie y Anderson
2014); forman complejos homodimeros claudina-claudina y occludina-occludina
entre dos células adyacentes. La funcion de las occludinas es poco clara, ya que
los ratones nulos para occludinas son viables, con uniones ocluyentes funcionales
y sin defectos notables en la integridad de la barrera epitelial intestinal (Saitou et
al., 1998). Las claudinas y las occludinas internamente se unen directamente a
proteinas citoplasmaticas intermediarias que a su vez, se unen al citoesqueleto de
actina (Umeda et al., 2004;). Las proteinas intermediarias se agrupan en una
familia llamada proteinas de la zona ocluyente (ZO-1, -2, -3), cingulina y proteinas
adicionales (Zihni et al., 2016). Las proteinas de la zona ocluyente (ZO) presentan
dominios con multifuncion, pueden interactuar con claudinas (PDZ1), occludina
(U5 + GUK) y otras moléculas de sefializaciéon (Fanning y Anderson 2009). El
dominio PDZ1 de ZO-1 es esencial para una organizacion adecuada de la union

ocluyente asi como para el complejo de union asociado al citoesqueleto (Rodgers
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y Fanning 2011). La union ocluyente, también juega un papel en la regulacién de
la proliferacion celular. ZO-1 y ZO-2 se unen a la proteina de unién a é&cidos
nucleicos asociada al factor de transcripcion ZO-1 (ZONAB) de manera
dependiente de la densidad celular. Algunos genes blanco de ZONAB, incluyen el
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) y la ciclina D1, que controlan

la proliferacién celular (Tsapara et al., 2006; Gonzalez-Mariscal et al., 2014).

Figura 8
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Figura 8. Uniones celulares. A y B. Microfotografia por microscopia electrénica de
transmision y esquema de las uniones ocluyentes y adhesivas. En B esquema y
microfotografias por microscopia electronica de transmision de las uniones comunicantes.

Modificada de Golovkine et al. (2018).
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1.5.2 Union adherente

La union adherente, mantiene la adhesién célula-célula, regula la organizacién del
citoesqueleto de actina (Figura 8A) y es considerado un centro para la
sefializacion celular y la regulacion de la transcripcion génica (Takeichi 2014). El
tipo principal de proteina presente en la uniones adherentes son la E-cadherina,
contienen cinco dominios de repeticion de cadherina extracelular, las que
participan en la unién dependiente de Ca2" hacia una cadherina en la superficie
celular opuesta (Shapiro y Weis 2009). El dominio citoplasmatico de E-cadherina
forma un complejo ternario con B-catenina, un miembro de la familia de proteinas
Armadillo y con a-catenina; a su vez, la a-catenina se une a la actina F de manera
dependiente de la fuerza (Buckley et al., 2014). El complejo cadherina-catenina
también se asocia con microtubulos (Franz y Ridley 2004;). La proteina p120-
Catenina también se une al complejo ternario de cadherina y regula la vida media
de la E-cadherina en la membrana plasmética. La adhesiéon de E-cadherina se
fortalece mediante el reclutamiento de la proteina mecanosensible vinculina, que
se une a una conformacién de a-catenina dependiente de la fuerza. La fuerza
mecanica une el complejo ternario E-cadherina con el citoesqueleto de actina y
fortalece la adhesion entre las células, lo que enfatiza la importancia del entorno
mecanico de los tejidos para regular la estructura y la funcion de las uniones

célula-célula.

1.5.3 Uniones comunicantes
Las uniones comunicantes son canales citoplasmaticos intercelulares compuestos

de una disposicion de proteinas transmembranales. Estas proteinas forman
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hemicanales que, aungue no estan alineadas, forman un canal para las moléculas
citosolicas (como el glutamato y el ATP) al medio extracelular (Saez 2003). Estos
canales permiten el intercambio de iones intracelulares, segundos mensajeros y
pequefios metabolitos (de 1 a 2 kDa), permitiendo el paso del potencial de accion
a través de las células adyacentes (Goodenough y Paul 2009). Por lo qué se les
consideran conductos de transferencia de corriente eléctrica y una ruta
fundamental para coordinar la sefalizacion celular (Ribeiro-Rodrigues et al.
2017). (Figura 8B). En el miocardio los principales solutos (iones, metabolitos,
CAMP, IP3) difunden por estas uniones de manera uniforme, pasando de
miocardiocito en miocardiocito permitiendo de esta manera una distribucién
electroguimica homogénea a todo lo largo de la fibra muscular, lo que permite la
rapida propagacion de los potenciales de accion y por ende la contraccion
armoniosa del tejido cardiaco (Carmeliet 2019). En las uniones comunicantes la
proteina predominante es la Conexina 43 (Cx43) nombrada asi por su peso
molecular 43kDa (kDa). Presenta un dominio transmembranal y un dominio
extracelular. Seis proteinas Cx43 se asocian en grupos para formar un hemicanal,
los hemicales de células adyacentes pueden unirse por interaccion homologa para

formar un “tunel comunicante” (Vinken 2015).
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ll. Planteamiento del Problema

El origen de los componentes embrionarios del corazén es un tema no terminado.
La génesis de los tractos de salida ventriculares y de las valvulas atrioventriculares
es controversial. El entendimiento del desarrollo cardiaco es imprescindible,
debido a sus repercusiones clinicas, de conocimiento basico, incluso del proceso
evolutivo. Recientemente descubrimos que el miocardio del conus se transforma
en gran parte del Vd, incluyendo su tracto de salida, sin embargo, quedd sin
concluir los procesos morfogenéticos involucrados en la pérdida de continuidad

tubular, asi como el origen del tracto de salida del Vi.
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lll. Hipotesis

Si se marcan selectivamente las paredes de miocardio del conus, y el
mesenquima del canal atrioventricular, en un estado inicial del desarrollo (estadio
22HH) y posteriormente se encuentran rastros de las marcas en estructuras
anatomicas del corazon maduro (36HH), entonces estas estructuras tendrian un
origen embrionario en las estructuras con marcaje selectivo. En este proceso, los
cambios en el espacio, la apoptosis y la integridad de uniones celulares tendran un

patrén diferencial y una funcion remodeladora.
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V. Justificacidon

Los defectos congénitos son una de las principales causas de muerte perinatal, la
incidencia de defectos cardiacos afectan a 8 de cada 1,000 nacidos vivos, de los
cuales las cardiopatias congénitas del tipo troncoconales afectan alrededor de 2
de cada 1,000. Por lo que es relevante conocer el desarrollo normal de los tractos
de salida ventriculares para entender la embriopatogenia de las cardiopatias
congénitas causadas que afectan el desarrollo de las conexiones ventriculo
arterial. Los datos obtenidos podran aportar informacion necesaria para estudios

moleculares asi como estrategias de tratamientos de correccion in Utero.
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V. Objetivo general

Investigar los cambios topolégicos del conus, y su relacion en el desarrollo de los
cojines del canal atrioventricular y los mecanismos morfogenéticos involucrados
en la perdida de continuidad de la pared dorsoizquierda del miocardio conal,

durante la septacién cardiaca.

5.1 Objetivos especificos

1. Rastrear el destino de las paredes del miocardio del conus y su relacion con los
cojines del canal-AV.

2. Determinar el patron espacio temporal de cardiomiocitos apoptéticos del conus

y del canal-AV.

3. Investigar los cambios espacio temporales de las uniones comunicantes,

estrechas y ocluyentes, del miocardio de la regién dorsoizquierda del conus.

4. Investigar los cambios espacio temporales de los cambios de la matriz

extracelular de la zona dorsoizquierda del conus.
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VI. Material y métodos

6.1. Animales

Se obtuvieron huevos fértiles de gallina (Gallus gallus) libres de patégenos
especificos de la granja ALPES (Puebla, México). Los huevos fueron incubados a
37.8 °C y 60 % de humedad relativa hasta obtener embriones en estadio 22HH.
Posteriormente se abri6 una ventana de 1 cm? en la superficie superior del
cascaron, y se disecaron la membrana alantoidea y el pericardio para exponer el
corazon, se realiz6 marcaje-stc en las distintas paredes del miocardio conal, con
algunas modificaciones como describe de la Cruz y cols. (1977). Los embriones
fueron manipulados conforme la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999).
Adicionalmente la metodologia fue aprobada por el comité de ética del Hospital

Infantil de México, Federico Gbmez con numero de proyecto HIM-2013-060.

6.2. Marcas plasticas

Las marcas plasticas fueron preparadas con algunas modificaciones de la técnica
descrita por Seichert (1965). Se prepararon filamentos de vidrio de
aproximadamente 10 uM de didmetro y 10 cm de longitud. Se calentaron al rojo
vivo dos varillas de vidrio unidas por uno de sus extremos y posterior estiramiento
subito. Después los filamentos fueron cubiertos con una mezcla de gelatina
acuosa al 5% (1 ml) y carbén activado (0,17 g), se mezclaron en un tubo

Eppendorf y se agitaron suavemente en agua tibia (70 °C) durante 3 minutos.
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6.3. Experimento de marcaje selectivo

Fueron utilizados embriones en estadio 22HH, con las caracteristicas anatomicas
normales para la edad de gestacién, aleatoriamente se formaron cinco grupos: Gl.
Para determinar el destino prospectivo del miocardio de la pared derecha del
conus. Un filamento cubierto con carbodn/gelatina fue insertado por algunos
segundos, en el miocardio del limite anatdmico entre el conus y la region
trabéculada ventricular. Otro filamento fue insertado en el limite anatomico entre el
conus y el troncus, el cual se representa por un angulo recto que se forma entre
ambas estructuras. Al retirar los filamentos se verific6 que dejaran un tatuaje
oscuro en el lugar seleccionado (Figura 8 A y B). El destino prospectivo del
miocardio del resto de las paredes del conus fue determinado colocando marcas
plasticas en la zona media. Gll. Para determinar el destino del miocardio de la
pared ventral. Glll. Para determinar el destino prospectivo de la pared dorsal. GIV.
Para determinar el destino de la pared izquierda. GV. Para marcaje del cojin
ventrosuperior del canal-AV. En todos los grupos, después de colocar las marcas
plasticas los embriones fueron fotografiados in ovo usando un microscopio
estereoscopico Lumar V12 (Carl Zeiss, Alemania). Después la ventana del
cascaron fue cubierta con Parafilm y los huevos fueron regresados a la incubadora
en las mismas condiciones iniciales de incubacion. Posteriormente se disecaron
los corazones marcados durante el proceso de septacion cardiaca (24-36HH).
Solo los embriones con las caracteristicas anatomicas normales y con apropiada

silueta cardiaca fueron considerados en este experimento.
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6.4. Procedimientos histolégicos

Se disecaron los corazones de embriones en estadios (24-31HH) de los grupos
GI-GIV y 36HH del GV, posteriormente se fijaron en formalina neutra por 24 hrs.
Después los tejidos fueron deshidratados por series graduales de alcohol,
aclarados con xileno (Sigma, USA) y embebidos en medio de inclusion de parafina
(Tissue-Tek, USA), se obtuvieron cortes transversales seriados mediante un
micrétomo (Leica, Alemania). Los cortes fueron tefiidos mediante la técnica de

hematoxilina y eosina (H&E).

6.5. Inmunodetecciéon

Cortes histologicos transversales de corazones embrionarios de Gl (estadios 26-
28HH) fueron re-hidratados y permeabilizados con Tween 20 (Sigma-Aldrich,
USA) en PBS por 30 minutos y se expusieron a blogueador universal de proteinas
por 5 minutos (Dako, USA). Después los tejidos fueron incubados con anticuerpos
para identificar proteinas de unién celular como: anti p-catenina (Santa Cruz
Biotechnology USA, SC-32732), anti p-B-catenina Thr*®*® (Santa Cruz
Biotechnology USA, SC-32962), anti N-cadherina (Santa Cruz Biotechnology USA,;
SC-7939), anti Cx43 (Santa Cruz Biotechnology USA, SC-6560); proteinas de la
matriz extracelular: anti colageno (Santa Cruz Biotechnology USA, SC-28655); y
para apoptosis: anti caspasas 3-8-9, (Santa cruz Biotechnology USA, SC-7272;
SC-5263; SC-56076). Posterior a varios lavados con PBS se adicioné anticuerpo
secundario Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, USA). Las muestras fueron

observadas bajo un microscopio confocal LSM 780 NLO (Carl Zeiss, Alemania).
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6.6 Microscopia de barrido

Embriones GI de estadio 22-28HH fueron fijados con glutaraldehido al 10% por 24
hrs. Después se deshidrataron con CO; liquido con un aparato de punto critico
Samdri 789A (Tousimins Research Co., USA) y fueron cubiertos con polvo de oro
de 350 nm, en un aparato Denton Vacuum Desk 1A (Cherry Hill Industrial Centre,
USA). Las muestras fueron fotografiadas en un microscopio electronico de barrido

JEOL JSM 5300 (JEOL, Japdn) a 15 kV y a diferentes magnificaciones.

6.7 Resumen de los métodos en diagrama de flujo
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VIl. Resultados

Con el fin de estudiar el destino del miocardio y septacion del conus, los cambios
topograficos e histologicos entre el conus y su relacion con los tejidos del canal-
AV, hicimos marcaje-stc, cortes trasversales seriados, y microscopia de barrido,
esta estrategia nos permitié visualizar ambas estructuras durante el proceso de
septacion del corazon. También estudiamos el patrén espacio temporal de los
procesos apoptoéticos del conus. Ademas, estudiamos los cambios en la expresion
in situ de las proteinas: ZO1, p-catenina, Cx-43; (proteinas representativas de las
uniones ocluyentes, estrecha y comunicantes, respectivamente) de la zona de
apertura del miocardio del conus, asi como los cambios en la matriz extracelular

adyacente a la zona de apertura del miocardio conal.

7.1 Cambios topograficos e histolégicos del conus y del canal-AV

Inicialmente el conus (estadio 12HH) es una estructura anatomica con forma
tubular localizada sobre la linea media del corazén, posteriormente, ya en etapa
de asa en S, (estadio 22HH) el conus adquiere una posicion a la derecha
respecto de la linea media cardiaca. Medimos el angulo de inclinacion desde la
linea media del embrién y una linea que atraviesa el lumen del conus (Figura
9A). En la etapa 22HH, tenia una apertura de 120°, y aumentd a 140° en la etapa
24HH, 160° en la etapa 26HH y 180° en la etapa 28HH (Figura 9B y C). El conus
pas6 de ser una estructura derecha para posicionarse paulatinamente en la linea

media del corazén; por el contrario, encontramos que el primordio de los atrios en
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estadio 22HH, fue una estructura anatémica izquierda respecto de la linea media
del corazén, y durante los estadios 24-28HH, el primordio invadio la porcion

derecha de la base cardiaca.

Figura 9
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Figura 9. Desplazamiento del conus. En A) el conus en estadio 22HH, tiene una posicion
derecha respecto de la linea media del cuerpo. En B) el conus se ha desplazado a una
posicion mediana. C) grafico que muestra los cambios en el angulo formado por el conus
con la linea medial del cuerpo. Abreviaturas: Ad= atrio derecho, Ai= atrio izquierdo, Ao=
aorta, Ap= arteria pulmonar, C= conus, SA= segmento atrial, Vd= ventriculo derecho, Vi=

ventriculo izquierdo.

47



Las preparaciones histologicas de los corazones en el plano transversal,
mostraron que en la etapa 22HH, el lumen del conus y del canal-AV estaban en
posiciones contralaterales (Figura 10A). El conus tenia una estructura tubular
formada por una capa delgada de miocardio continuo y revestido por endocardio
(Figura 10A). Entre ambos tejidos, fue evidente la abundante matriz extracelular
(gelatina cardiaca) con algunas células tipo fibroblasto. La distribucion de la
gelatina cardiaca del conus fue continua en las zonas adyacentes al miocardio.
No observamos la formacion de dos crestas en el lumen del conus (Figura 10A).
Respecto del canal-AV, observamos la presencia de los dos cojines que lo
constituyen: el ventrosuperior y el dorsoinferior (Figura 10A). En la etapa 24HH, el
conus se habia movido de una posicion derecha a una posicion ligeramente
ventral y hacia la izquierda, mientras que el canal-AV se habia movido de una
posicion izquierda hacia la derecha (Figuras 10A y B). Ademas, en el miocardio
del conus de la pared dorsoizquierda se observo un adelgazamiento del miocardio
que indica la pérdida de continuidad del miocardio tubular (Comparar Figuras
10B con C). La gelatina cardiaca del conus todavia se observaba revistiendo por
completo al miocardio, a pesar de que el miocardio perdié continuidad y los
extremos libres se separaban paulatinamente (Figura 10B). En esta etapa aun fue
imperceptible la formacion de dos crestas separadas. Tanto la gelatina cardiaca
del conus como los cojines del canal-AV eran mas voluminosos, con una
poblacion celular mas grande que en el estadio 22HH. En la etapa 26HH, el conus
se habia desplazado aun mas hacia la linea media cardiaca y el canal-AV se
movid hacia la derecha (Comparar Figuras 10A, con 10B y 10C). El miocardio

del conus se habia engrosado, pero en la zona de apertura de la pared
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dorsoizquierda se habia adelgazado, hasta perder la estructura tubular cerrada
(paso de una estructura en forma de “O”, a una forma en “U”), a pesar que fue
visible la presencia de un canal que comunicaba los limenes de ambos tractos
(entrada y salida embrionarios), la gelatina cardiaca del conus siguié presentando
una estructura circular continua (forma en “Q”), evitando de ésta forma el corto
circuito cardiaco (Figura 10C"). De manera interesante, durante la perdida de
continuidad del miocardio del conus, observamos la existencia de una continuidad
estructural entre el dominio izquierdo de la gelatina cardiaca del conus con el
cojin ventrosuperior del canal-AV, la continuidad estructural abarco cerca de la
mitad de la zona de apertura del conus (Figuras 10C y C"). En la etapa 28HH, el
miocardio de la pared dorsoizquierda del conus continué perdiendo continuidad
tubular, mostré una zona de apertura mas amplia (Comparar Figuras 11A y B).
La pérdida de contacto del miocardio fue corroborada por inmunodeteccion de
miosina del musculo esquelético (Figuras 11 A’ y B"). Los cojines derecho e
izquierdo del canal-AV fueron evidentes (Figuras 11A y B). En esta etapa (28
HH), los cojines del canal-AV habian formado el tabique medio y fue evidente la
formacion incipiente de los conductos atrioventriculares derecho e izquierdo. En el
estadio 30HH, el miocardio del conus se habia transformado desde una estructura
tubular cerrada, para adquirir la forma de un canal (Figura 11C). Las crestas del
conus dextrodorsal y sinistroventral, originalmente incipientes, habian aumentado
de volumen y estaban en proceso de fusion, la fusiébn no ocurrio en el centro del
lumen, por el contrario, la fusion ocurrié en la porcion dorsal del conus (Figura
11C). También, el cojin izquierdo del canal-AV se habia remodelado para formar

una estructura mesenquimal que se asemeja a la valva mural de la valvula
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atrioventricular izquierda, mientras que el tabiqgue medio del canal-AV, formaban
una incipiente valva anteroseptal de la valvula atrioventricular izquierda (Figura
11C). Durante el estadio 30HH, fue evidente la formacion de un canal alargado,
cuyos bordes estaban representados por la superficie dorsal de las crestas
conales (en el proceso de fusién), la superficie derecha de la valva anteroseptal de
la valvula atrioventricular izquierda y el agujero interventricular (Figura 11C). Mas
tarde, en la etapa 31HH, las crestas del conus se fusionaron, y se formé un
conducto, “el cono-pulmonar” (Figura 11D), como consecuencia, el canal alargado
se transformo6 en el tracto de salida del Vi, clasicamente interpretado como el
“cono-adrtico” (Figura 11D). La fusion de las crestas del conus formé una
estructura de constitucion histolégica mixta (tejidos mesenquimatoso y de
miocardio) que separaba los tractos de entrada y salida Vd. En la etapa 32HH, en
la zona de fusién de las crestas del conus, se transformo por completo en tejido
muscular, por otro lado el miocardio del conus habia adquirido la forma de una
lamina que abarco gran parte de la pared anterior del Vd (Figura 11E). Asi mismo,
el tracto de salida del Vi se desarrollo completamente, mostrando la valva
anteroseptal, la continuidad fibrosa mitroadrtica y la porcibn muscular del TiV

(Figura 11E).
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Figura 10
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Figura 10. Cambios topoldgicos e histologicos del conus y el cana-AV. En A, el conus y el
canal-AV son estructuras contralaterales en estadio 22HH. En A" se observa
inmunodeteccién de la cadena ligera de la miosina en color verde. En By C, el conus se
va desplazando hacia la derecha y el canal-AV se desplaza hacia la izquierda. En estadio
24 se observa la perdida de continuidad del miocardio en una zona dorso izquierda del
miocardio conal, comparar B-C con B-C". Abreviaturas: Mes= tejido mesenquimal, canal-

AV= canal atrioventricular. Brdjula: Do= Dorsal, |= Izquierda, V= Ventral, D= Derecha.
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Figura 11
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Figura 11. Los tractos de salida ventriculares se desarrollan a partir de diferentes
primordios. (A, B) Secciones histolégicas en la etapa 28HH. Se observa la zona de
apertura en la pared dorsoizquierda del conus (*) aun mas amplia a nivel mas caudal. La
formacion del tabique medio del canal-AV (3) por la fusién de los cojines dorsal y ventral
del canal AV originé los orificios atrioventriculares derecho (1) e izquierdo (2). En A', B’,
Inmunolocalizacién de miosina del musculo esquelético (verde) corrobora la pérdida de
continuidad de miocardio (*). En C, son visibles las crestas dextrodorsal (4) y
sinistroventral (5) del conus. También es visible la valva anteroseptal (8) en la valvula AV
izquierda. Asi como un canal que comunica a los tractos de salida ventriculares (7). En D
y E, etapas 31 y 32HH. Las crestas del conus se han fusionado en la porcion dorsal del
conus, forman la cresta supraventricular inmadura (9). La fusién de las crestas conales,
forman un solo conducto que corresponde al tracto de salida del Vd (TsvD). En F, se
observan las marcas plasticas del marcaje-stc realizado inicialmente en estadio 22HH
sobre el cojin ventrosuperior del canal-AV. Las marcas plasticas se encuentran en la valva
anteroseptal de la valvula atrioventricular izquierda (cabeza de flecha azul), en la
continuidad fibrosa mitroadrtica (cabeza de flecha verde) y en la porcion del tabique
atrioventricular (cabeza de fecha roja). Abreviaturas: C= conus, VAVd= valvula
atrioventricular derecha, vAVi= valvula atrio ventricular izquierda. vAo= valvula adrtica,
TeVd= tracto de entrada del ventriculo derecho, TsVd= tracto de salida del ventriculo
derecho, TsVi= tracto de salida del ventriculo izquierdo. 1= Orificio atrioventricular
derecho, 2= Orificio atrioventricular izquierdo, 3= Tabique medio del canal atrioventricular,
4= Cresta derecha del conus, 5 Cresta izquierda del conus, 6= Valva mural de la valvula
atrioventricular izquierda, 7= Canal que comunica al tracto de salida del ventriculo
derecho con el tracto de salida del ventriculo izquierdo. 8= Valva anteroseptal de la
valvula atrioventricular izquierda. Brojula: Do= Dorsal, I= izquierda, V= Ventral, D=

Derecha.

7.2 Patron apoptotico durante la septacion

Investigamos el patron apoptético desde la anatomia de superficie y mediante
cortes histoldgicos para visualizar de la regién conal y del canal-AV. Las células

en apoptosis fueron reveladas mediante el reactivo Lysotreacker®, las cuales
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fueron visibles como puntos rojos brillantes, la sefial roja corresponde a los
cuerpos apoptéticos caracteristicos de las etapas finales de la apoptosis. Durante
la etapa 24HH encontramos las primeras células apoptéticas dentro de la regién
del troncus, adyacente a las marcas plasticas colocadas en el limite entre el
conus y el troncus. Con los cortes histolégicos corroboramos que las primeras
células en apoptosis se encontraban entre el limite del conus con el troncus.
Identificamos que las células apoptoticas eran de tipo mesenquimal, localizadas
hacia el lumen del troncus. No observamos apoptosis en células del miocardio del
conus (Figuras 12A y 13A). Durante el estadio 26HH, las marcas apoptoticas
superficiales se observaron compactadas en una banda de aproximadamente 40
mm de espesor, uno de los extremos de la banda de células en apoptosis
coincidié con las marcas plasticas del limite entre el conus y el troncus.
Internamente observamos en el miocardio del conus dos pequefias zonas
contralaterales con cerca de 3-5 células en apoptosis, que correspondieron a las
paredes derecha e izquierda (Figuras 12B y 13B). Mas tarde en el estadio 28HH,
superficialmente se observaron pocas células apoptoticas en el miocardio de la
pared derecha en comparacion con las células en apoptosis asociadas al limite
entre el conus y el troncus (Figura 12C), internamente se observaron algunas
células en apoptosis dispersas a lo largo de la pared derecha (Figuras 12C y
13C). En la etapa 30HH, se observaron células apoptoticas en el miocardio de la
pared originalmente izquierda del conus. Entre los estadios 30-32HH, la sefial
apoptotica se observd debajo de la zona subvalvular de la arteria pulmonar
(Figura 12D y E). En estas etapas, las secciones histologicas mostraron algunas

células apoptdticas en el miocardio del conus, y un gran numero de células
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apoptéticas presentes en el epicardio (Figura 13D, 8E y 8E). De manera
interesante, no se encontraron células apoptéticas en el area adyacente a la
abertura del miocardio conal con el reactivo LTR, para corroborar, también hicimos
inmunodeteccion para la proteina caspasa 3 activa, y no encontramos ningun
cardiomiocito de la zona de apertura con tincién positiva (Figura 13B y 14A y B),
en contraste, mostramos como control positivo del anticuerpo, la inmunodeteccion
en células mesenquimales durante la fusidbn de los cojines ventrosuperior y

dorsoinferior del canal-AV (Figura 14C).

Figura 12
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Figura 12. Estudio de la distribucién de células en apoptosis en el corazén intacto.
En A, primeras células apoptéticas adyacentes al limite conotronco, delimitado
digitalmente con puntos rojos, la marca plastica esta sefialada por la punta de
flecha. B, las células en apoptosis se incrementan y se alojan justo en el limite
conotronco. C las células en apoptosis permanecen afectando al troncus. D y E,

las células en apoptosis, contindan afecta al limite conotronco, algunas células en
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apoptosis se observan en el miocardio del conus. Bujala: Ce= cefalico, Do= dorsal,

|I= I1zquierda, Ca= Caudal, V= Ventral, D= derecha.

Figura 13

26HH
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Figura 13. Preparaciones histolégicas para evidenciar células en apoptosis. En A
se observan las primeras células apoptéticas afectando al tejido mesenquimal del
troncus, sefaladas por cabeza de flecha. En B se observan de 3-4 células en
apoptosis de las paredes laterales del miocardio conal. En C siguen observandose
algunas células apoptéticas en el miocardio del conus. En D, E y E” las células en
apoptosis dejaron de observase en el miocardio y ahora se observan en el
epicardio. En color cian los nucleos celulares, tincion LTR en rojo. Abreviaturas:
C= conus, canal-AvV= Canal atrioventricular, T= troncus, VAVd= Valvula
atrioventricular derecha, VvAVi= Valvula atrioventricular izquierda, 1= Cresta

derecha del conus, 2= Cresta izquierda del conus, 3= Tabique medio del canal
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atrioventricular, 4= Valva anteroseptal de la valvula atrio ventricular izquierda. 5=
Tracto de salida del ventriculo derecho, 6= Tracto de salida del ventriculo

izquierdo. Brujula: Do= Dorsal, I=izquierdo, V= ventral, D= Derecha

Figura 14

Figura 14. Inmunodeteccion de la proteina caspasa-3 estadio 28HH. En A,
ninguna célula del miocardio del conus es positiva para caspasa-3, se delimitd
digitalmente el miocardio, las flechas muestran el adelgazamiento del miocardio.

En B, el miocardio ha perdido continuidad tubular. C, control positivo para
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caspasa-3, con flechas se muestran células mesenquimales durante la fusiéon de
los cojines del canal-AV. Nucleos celulares en color cian, expresion de caspasa-3

en rojo. Abreviaturas: Canal-AV= Canal atrioventricular

7.3 Destino de las paredes conales

Para determinar el destino prospectivo del miocardio de la pared derecha del
conus, se hicieron marcaje-stc en el miocardio en los limites anatémicos del
conus y se rastrearon hasta el corazén maduro (Figura 16). Las marcas plasticas
inicialmente insertadas (estadio 22HH) en la superficie derecha del limite cono-
ventricular (Figura 15A), se movilizaron en sentido contrario a las manecillas del
reloj, y hacia la linea media embrionaria, en el corazon maduro (36HH) las marcas
plasticas fueron localizadas en el miocardio de la regidon ventricular apical
relacionada con el surco interventricular anterior (compare A con A' en la Figura
15). Por el contrario, el marcaje-stc realizado en el miocardio del limite cono-
tronco, fueron visibles en el corazén maduro (36HH), en la porcién derecha de la
base cardiaca incluyendo la regién subvalvular de la arteria pulmonar (compare B
con B' en la Figura 15). El miocardio de las paredes izquierda, ventral y dorsal del
conus, se distribuyeron a diferentes porciones anatémicas, exclusivas del Vd. El
marcaje-stc posicionado en el miocardio de la pared ventral (Figura 16A), en el
corazdén maduro, permanecié en el mismo plano, pero se desplazo ligeramente en
direccién caudal, abarcando gran parte de la zona subvalvular de la Ap (Figura 16
A’). Por otro lado el marcaje-stc de la pared dorsal, en el coraz6n muro las

marcas plasticas se desplazaron en sentido contrario a las manecillas del reloj, y

58



hacia la linea media del embrién, en estadio 36HH las encontramos en el
miocardio del tercio medio de la pared libre del Vd (Figura 16B y B"). Por el
contrario, el marcaje-stc del miocardio de la pared izquierda (Figura 16C), en el
corazén maduro las marcas plasticas mostraron un comportamiento irregular; en la
mayoria de los corazones (90%), las marcas plasticas se desplazaron
gradualmente en sentido contrario a las manecillas del reloj, y en el corazén
maduro, fueron localizadas en el miocardio entre el borde agudo del corazén hasta
la porciébn media del la zona subvalvular de la Ap. (Figura 16C"). En algunos
corazones (9%), las marcas plasticas se desplazaron a favor de las manecillas del
reloj y en el coraz6n maduro se alojaron en una pequefia porcion que
correspondiente a la pared izquierda del tracto de salida del Vd. Cerca del 1% de
los corazones, el marcaje-stc, se fragmenté en dos piezas. Cada una de las
marcas plasticas se desplazaron en direcciones opuestas, y en el corazon
maduro, una de las marcas plasticas se localizo en el miocardio entre el borde
agudo y la zona subvalvular de la Ap. La marca plastica restante, fue encontrada

en la pared izquierda del tracto de salida del Vd (Figura 16C").

7.4. Marcaje del cojin ventrosuperior del canal atrioventricular

También hicimos un experimento piloto de marcaje-stc sobre el cojin
ventrosuperior del canal-AV. Al igual que describieron anteriormente (de la Cruz
et al., 1982 y Garcia—Pelaez et al., 1984), nosotros también encontramos, que en
algunos corazones las marcas plasticas se localizaron de manera dispersa, en tres
entidades anatomicas del tracto de salida del Vi: en la valva anteroseptal de la

valvula atrioventricular izquierda, en la continuidad fibrosa mitroadrtica, y en una
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porcion del tabique interventricular cercano a la valva no coronaria, con
caracteristicas de miocardio liso y ubicacién paramedial, caracteristica del tabique
membranoso atrioventricular. Inclusive algunas marcas plasticas se observaron en

el anillo valvular (Figura 11F).

Figura 15

0.25mm

0 0.25 mm 0.5mm

Figura 15. Marcaje selectivo de la pared derecha del conus. En A, marcaje del limite
cono-ventricular. En B, marcaje del limite cono-tronco. En el corazén maduro el marcaje
del cono-ventricular se desplazo a zonas de la pared libre relacionadas con el surco
interventricular anterior y con la punta del ventriculo derecho. A". En B", el marcaje del
limite conotronco, se desplazé a todo lo largo de la porcion derecha de la base cardiaca.
Abreviaturas: Ad= Atrio derecho, Ai= Atrio izquierdo, Ap= Arteria pulmonar, C= Conus,
sA= Segmento atrial, sV= Segmento ventricular, Vd= Ventriculo derecho, Vi= Ventriculo
izquierdo. Brujulas: Ce= Cefalico, Do= Dorsal, |= Izquierdo, Ca= Caudal, V= Ventral, D=

Derecha.
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Figura 16

Figura 16. Marcaje selectivo de las paredes conales, ventral, dorsal, e izquierda
en A, By C. Al final del experimento, el marcaje de la pared ventral se movilizo a
la pared libre adyacente a la zona subvalvular A". Las marcas de la pared dorsal,
se desplazaron hacia porciones de la pared libre relacionadas con la punta del vd
B". el marcaje de la pared izquierda, en algunos corazones, se dividi6 en dos
marcas plasticas y ambas se desplazaron en sentidos opuestos, hasta alojarse en
la porcion derecha de la base cardiaca, y la otra en la pared izquierda del tracto de

salida del Vd C’. Abreviaturas: Ad= Atrio derecho, Ai= Atrio izquierdo, Ao= Aorta,
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AP= Arteria pulmonar, C= Conus, sA= Segmento atrial, sV= Segmento ventricular,
T= Tronco, Vd= Ventriculo derecho, Vi= Ventriculo izquierdo. Bruajulas: Ce=

Cefalico, Do= Dorsal, |1= Izquierda, Ca= Caudal, V= Ventral, D= Derecha.

7.5 Cambios en la organizacion de la matriz extracelular de las zonas
adyacentes al miocardio de la zona de apertura del conus.

Estudiamos la presencia de colageno mediante tincion Direct Red 80, en
corazones estadio 26-28HH. Encontramos tincion positiva para fibras de colageno,
inmersa en la gelatina del conus y en proximidad con el miocardio (Figura 17A y
A"), las fibras formaban un circulo delgado que en algunas zonas se hacia mas
ancho y en otras zonas se adelgazaba para de inmediato recuperar la tincién
positiva. Cuando analizamos la tincion en la zona de apertura del miocardio del
conus, pudimos observar que la tincién se perdia paulatinamente justo debajo del
constante adelgazamiento del miocardio de la zona de apertura (Figura 17 B y
B"). La pérdida del coldgeno ocurrié desde una zona central justo donde iniciara la
apertura del miocardio, y perdiéndose en sentidos opuestos (Figura 17 C y C’).
De tal forma que una vez que el miocardio perdié continuidad, la tincién para
colageno fue escasa en comparacion con la tincion de zonas alejadas de la zona

de apertura (Figura 17 Dy D").
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Figura 17
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Figura 17. Tincion Direct Red 80. En A-D) Vistas panoramicas del conus
mostrando la perdida de continuidad tubular del miocardio. A~ se muestra la
presencia de tincion positiva para colageno, inmerso en las crestas del conus,
formaron un semicirculo en la zona adyacente a la apertura del miocardio. En B’-
D’) se aprecia la perdida de colageno, adyacente a la zona de apertura (flechas).

Abreviaturas: C= conus, Canal-AV= Canal atrioventricular.

7.6 Cambios en las uniones comunicantes, ocluyentes y adhesivas del
miocardio de la pared dorso izquierda del conus

Para evidenciar las uniones comunicantes utilizamos el anticuerpo contra la
proteina Cx43, en corazones en estadio 26-28HH. Encontramos que el miocardio
del conus, adyacente al pericardio presentdé inmunolocalizacion de uniones
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comunicantes entre los miocardiocitos de las paredes derecha, izquierda y ventral
del conus. Por el contrario el miocardio adyacente al lumen, la inmunolocalizacién
fue menor. De manera interesante el miocardio de la pared dorsoizquierda,
especificamente en la zona de la pérdida del miocardio del conus, la proteina
Cx43 dejo de expresarse por completo, sugiriendo que las uniones comunicantes
no estaban presentes entre los miocardiocitos de la zona de apertura (Figura 18A
y B). Para evidenciar uniones ocluyentes utilizamos el anticuerpo contra la
proteina ZO1, proteina intermediaria de la union ocluyente. La inmunolocalizacién
de la proteina ZO1 no presentd sefial positiva en los estadios del desarrollo
estudiados (26-28HH), sin embargo si nos fue posible observar inmunolocalizacién
de la proteina ZO1 en secciones de corazones de pollo y raton adultos (datos no
mostrados). Finalmente para las uniones adherentes utilizamos inicialmente un
anticuerpo contra la proteina N-cadherina, sin embargo al igual que para la
proteina ZO1, no encontramos expresion de la proteina en ninguna de las etapas
estudiadas, a pesar que también fue posible observar su expresion en el corazén
adulto del pollo y ratén (datos no mostrados). Después utilizamos un anticuerpo
para la proteina intermediaria de la union adherente “B-catenina”, encontramos
que se expreso de manera cortical en las células del miocardio de todas las
paredes conales, incluyendo la zona de apertura de la pared dorsoizquierda
(Figura 18A). Incluso después de iniciar la apertura del miocardio, en las células
de los extremos de miocardio libres, la expresion de B-catenina, continuo en los
mismo parametros de intensidad de fluorescencia y en la misma distribucion sub-
celular, que en células alejadas de la zona de apertura del miocardio (Figura 18 B

y C). También exploramos la inmunodeteccion de la fraccion fosforilada de la
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proteina B-catenina en Thr®*3, de manera global encontramos que las células
positivas mostraron la caracteristica tincién nuclear, sugiriendo una funcion como
factor de (Song 2003). En la zona de apertura del miocardio, pudimos apreciar de
3 a 4 células con tincion positiva nuclear franqueando la zona de apertura central

constituida de alrededor de 20 células negativas para B-catenina Thr*®®

(Figura
20).

Figura 18

Canal-AV

Figura 16. Inmunodeteccién por microscopia Confocal de la proteina Cx43,
Uniones comunicantes. En A, vista panoramica del conus, se observa expresion

de Cx43 difusa a lo largo de todo el miocardio del conus, a excepcion de la zona
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de apertura. En B) Magnificacion 40X, las flechas sefialan la zona de apertura del
miocardio conal. La proteina Cx43 dejo de expresarse entre el miocardio de la
zona de apertura. Con lineas punteadas se resalto el miocardio. Color cian=
nacleos celulares y en color rojo la proteina Cx43. Abreviaturas: Canal-AV= Canal

atrioventricular. Brajula: Do= Dorsal, V= Ventral, D= Derecha, I= Izquierda.

Figura 19

Canal-AV

Figura 17. Inmunodeteccion de la proteina [B-catenina. Uniones adherentes. El
Campo optico fue posicionado en la porcion dorsoizquierda del conus (A). En B
(amplificacion a 40X), la distribucién sub-celular de la proteina B-catenina se
observa de manera cortical. Se observa el adelgazamiento del miocardio conal

(flechas) flanqueado por la gelatina cardiaca de las crestas del conus y de los
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cojines del canal A-V. En C, el miocardio ha perdido continuidad tubular y se
observan los extremos libres de miocardio inmersos en la gelatina cardiaca. No se
aprecian cambios en la distribucion sub-celular de la proteina B-catenina. Color
cian= Ndcleos celulares. Rojo= [-catenina. Abreviaturas: Canal-AV= Canal

atrioventricular. Brujula: Do= Dorsal, V= Ventral, D= derecha. |= izquierda.

Figura 20

Figura 20. Inmunodetecciéon de p-B-catenina, estadio 28HH. En A imagen
panoramica a nivel de la zona de apertura del miocardio conal. En B) se delimit
digitalmente el miocardio, se observan células miocardiales positivas para p-B-
catenina (cabezas de flecha), flanqueando la zona de apertura (*). En C) el
miocardio ha perdido continuidad tubular, y en los extremos libres es posible
identificar algunas células positivas para p-B-catenina
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8. Discusion

Los conocimientos sobre los componentes embrionarios y los procesos
morfogenéticos implicados en el desarrollo de los tractos de salida ventriculares, y
sus troncos arteriales son controvertidos. Es probable que las discrepancias sean
causadas en parte, porque muchos informes describen resultados experimentales
sin especificar la region del tracto de salida embrionario estudiada: proximal
(conus), intermedia (tronco) o distal (saco adrtico). La distincibn de estos
segmentos es relevante porque, aunque en etapas iniciales de la cardiogénesis el
troncus y el conus, son morfolégica e histologicamente similares, cada uno de
ellos tiene una manifestacion anatémica diferente en el corazén postnatal (Kramer
1942; de Vries & Saunders 1962; Grant 1962; Goor et al., 1972; Thompson y
Fitzharris 1979; Orts-Llorca et al., 1982; Van Praagh 1985; Thompson et al.,
1987; Ya et al., 1998; Anderson et al., 2003; Garcia-Pelaez y Arteaga 2007;
Sanchez-Gémez 2005). Aunque generalmente se afirma que el conus participa
en el desarrollo de ambos tractos de salida ventriculares (Kramer 1942; de Vries
y Saunders; Anderson et al., 1974; de la Cruz 1977), otros autores sugieren que
el cojin ventrosuperior del canal-AV, participa en el desarrollo del tracto de salida
del Vi (de la Cruz et al., 1982, Garcia-Peldez y Arteaga-Martinez 1984). Por lo
cual, nos propusimos investigar, el destino del miocardio del conus; los cambios
en el tejido mesenquimatoso de las crestas del conus y de los cojines del canal-
AV. También exploramos la apoptosis durante la transformacion del conus en

estructuras maduras.
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8.1 Origen y destino del miocardio conal.

Recientemente, se ha desarrollado el concepto del primer campo y segundo
campos cardiogénicos (FHF y SHF). El FHF estéa representado por el corazén en
tubo recto y se piensa que da origen al Vi y a los atrios, por otro lado el SHF se va
adicionando gradualmente al corazén en tubo recto, en la etapa de asa en S, se
representa por el conotronco, finalmente se transformaria en el Vd (Mjaatvedt et
al., 2001; Waldo et al., 2001; Buckingham et al., 2005). Estos nuevo hallazgos
han generado controversia, por un lado, se conocia que las células precursoras
del Vd en el embrién de pollo ya estaban presentes en el corazén en tubo recto
(de la Cruz MV et al., 1989). Ademas, se ha sefalado que el conus aparece
durante el corazon asa en C y se integra completamente al corazén asa en S
(estadio 22HH), y posteriormente se transformaria en ambos tractos de salida
ventriculares (de la Cruz et al., 1977). En el embrion de ratdon por medio de
seguimiento genético, se ha demostrado que el FHF da lugar al miocardio del Vi y
los atrios (Buckingham et al., 2005). Asimismo, se ha demostrado que el SHF es
una fuente celular a partir de la cual se desarrollan el conotronco en embriones de
pollo y raton (Mjaatvedt et al., 2001; Waldo et al., 2001; Zaffran et al., 2004;
Kelly et al., 2001, 2010;). Nuestros experimentos de marcaje-stc de las paredes
conales, muestran que el miocardio conal se redistribuye gradualmente hacia
diferentes regiones de la pared libre del Vd, desde el apice hasta la base cardiaca
(Figuras 14, 15). Por otro lado nuestros estudios morfométricos y topoldgicos
muestran incremento longitudinal del conus y un desplazamiento gradual desde

una posicion derecha a una posicién ventral definitiva (Figura 9).
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8.2 Remodelacién del conus durante la septacién cardiaca

Se acepta universalmente que los tractos de salida ventriculares se desarrollan
mediante la fusion de dos crestas mesenquimales en el centro del lumen del
conus, para originar dos conductos: el cono-pulmonar y el cono-pulmonar;
también se les conoce como: cono anterior y cono posterior (Kramer 1942; de
Vries y Saunders 1962; Netter y Van Mierop 1969; Anderson et al., 1974; de la
Cruz et al., 1977; Pexider 1978). En contraste, en absoluta discrepancia con esta
idea, recientemente descubrimos que el miocardio conal se transforma en gran
parte de la pared libre del Vd, lo cual cuestiona la existencia del cono-aértico. Para
validar esta idea, estudiamos los cambios de los tejidos del conus y del canal-AV,
mediante cortes histologicos seriales en el plano transversal (estadios 22-34HH),
lo que nos permitié visualizar las relaciones entre ambas estructuras. Observamos
eventos importantes que no han sido reportados hasta el momento; primero,
aunque es comun la descripcion de dos crestas mesenquimales independientes,
nosotros no identificamos dos crestas independientes en estadio 22HH, ya que las
crestas no presentaron limites anatdémicos precisos, por el contrario, observamos
asociado al miocardio, un cinturén continuo de tejido mesenquimal y hacia la luz,
las crestas presentan algunas evaginaciones que se proyectan hacia el cinturén
continuo sin llegar a romper la continuidad (Figuras 10 y 11A-B) . Mas tarde entre
las etapas 26-28HH las crestas conales aumentaron de tamafio en la porcién
dorsal del lumen conal, y se acercaron paulatinamente una a la otra. Estos
resultados apoyan la idea que la funcién principal del tejido mesenquimal del
conus es una funcion valvular, evitando asi el retorno de sangre al segmento

ventricular (Patten et al., 1948; Liu et al.,, 2012), en lugar de una funcion
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meramente septal (de la Cruz et al., 1977). También, nuestros datos muestran
que entre las etapas 23-28HH, el miocardio de una pequefia porcion de la pared
dorso izquierda del conus perdié continuidad tubular, independiente de apoptosis
del miocardio, sus extremos libres se separaron gradualmente uno del otro hasta
pasar de una estructura tubular a una lamina que comprende gran parte del la
pared libre del Vd (Figuras 10, 11 y 14), en contraste la fusion de los cojines del
canal-AV se realiza mediante apoptosis en la zona de contacto, evento
ampliamente reportado por otros autores (Figuras 13B y 14). Ademas, la apertura
progresiva del miocardio conal observada en las secciones histologicas y nuestro
marcaje-stc in vivo de las paredes conales (Figuras 15A-B y 16A-C), sugieren
que el miocardio del conus es el precursor embrionario de la pared libre del Vd,
asi como a su tracto de salida ventricular (Figuras 15A-B, 16A’-C’y 11C-E).
Previamente Rana y colaboradores (2007) reportaron que la pared libre del Vd, se
originaba desde el miocardio del conotronco, sin embargo nuestros datos
muestran que es el miocardio del conus, pero no del troncus, el que participa en

este proceso.

8.3 Uniones celulares del miocardio en la zona de apertura conal

En el corazén de organismo adultos, se produce actividad mecénica y eléctrica
armoniosa entre los cardiomiocitos individuales que garantizan la excitacion
coordinada y el rendimiento contractil del miocardio (Sheikh et al., 2009). Las
uniones celulares entre cardiomicitos ocurre en los discos intercalares, los cuales
son estructuras altamente reguladas y complejas de adhesion célula-célula.

Proporcionan la rapida propagacion de la sefal eléctrica para producir la
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contraccion en todo el corazén, también permite que los cardiomiocitos
permanezcan unidos a pesar de las fuerzas mecéanicas propias del latido cardiaco
(Vermij et al., 2017). Los cardiomiocitos del corazon adulto son células muy
alargadas, se unen entre si, por sus extremos mas cortos, sin embargo en
nuestros experimentos de inmunodeteccion de uniones celulares, encontramos
que los cardiomiocitos de los estadios estudiados sus uniones célula-célula tienen
forma semi-circular (Figuras 18 y 19), abarcando toda la circunferencia celular. La
proteina N-cadherina uno de los componente principales de las uniones
adherentes, en su dominio intracelular se une a B-catenina, proteina que puede
activar la via de sefalizacion Wnt, al translocarse al nucleo celular cuando Wnt se
une a su receptor Frizzled, para iniciar la transcripcion de los factores de
transcripcion de la familia TCF/LEF, a pasar de su relevancia durante el desarrollo
embrionario, en nuestros datos, la inmunodeteccion para N-cadherina fue
negativo, sin embargo los resultados para la proteina B-catenina mostraron la
distribuciéon de los complejos de unién adherente entre los cardiomiocitos. En la
zona de apertura del miocardio conal, no encontramos cambios en la distribucion
subcelular en células de la zona de apertura en comparacion con células alejadas
de la zona de apertura (Figura 17). B-catenina puede regularse dinamicamente, y
la fosforilacién de B-catenina produce la relocalizacion parcial de B-catenina desde
los complejos de union célula-célula para aumentar su actividad transcripcional
(Song et al.,, 2003). Sin embargo en ninguno de los estadios analizados,
observamos expresion de la proteina B-catenina dentro de los nucleos celulares.
Pero cuando utilizamos un anticuerpo para B-catenina fosforilada en Thr3%,

pudimos observar algunas células con tincion positiva flanqueando la zona de
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apertura del conus (Figura 20). Es conocido que la proteina B-catenina, fuera de
los complejos de union celular, tiene un papel central en la proliferacion,
diferenciacion, polaridad, morfogénesis y desarrollo celular (Peters at al., 1999).
Es probable que la activacion de B-catenina por fosforilacién en Thr’®,
proporcioné la capacidad de separacién coordinada entre los cardiomiocitos de la
zona de apertura, concomitante las células del miocardio del conus fuera de la
zona de apertura permanecen fuertemente unidas unas a otras, para no perder las
caracteristicas tisulares de sincitio funcional, a pesar que se estén movilizando

para transformarse desde un tubo a una lamina, he invadir el segmento ventricular

(Figuras 10, 11, 15y 16).

8.4 Apoptosis y desarrollo del conus.

La apoptosis masiva del miocardio es un proceso morfogenético que se propone
para explicar la reduccion longitudinal del conotronco (Watanabe et al., 1998,
2001). Sin embargo, debido a la metodologia de transfeccién viral empleada, no
les permitid distinguir entre el miocardio del conus y troncus, asi Watanabe y sus
colegas concluyeron que ambas estructuras embrionarias desaparecian casi por
completo, causando un acortamiento longitudinal del conotronco (Watanabe et al.,
1998, 2001). En contraste, por marcaje marcaje-stc, nos fue posible distinguir el
miocardio del conus del miocardio del troncus, con esa estrategia describimos un
patrén apoptético espacio-temporal, concordante con lo descrito por Cheng
(Cheng et al., 2002). Al igual que Cheng, encontramos que el troncus fue la

estructura principalmente afectada por la apoptosis. También observamos que la
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apoptosis en el dominio conal cambié de manera secuencial, en el estadio 24HH,
afecto a células del mesénquima conal (Figura 13A), después y en menor medida,
afectdé algunas células del miocardio lateral del conus (estadios 26-30HH)
(Figuras 13B, C y D), para finalmente afectar a células del epicardio (estadio
32HH) (Figuras 13E y E"). Estos resultados sugieren que el acortamiento del
miocardio del conus (Goor et al., 1972; de la Cruz et al., 1977; Thompson et al.,
1987; Ya et al., 1998), sea una interpretacion errénea, incluso la descripcion del
SFH apoya la idea de la transformacion del conus en gran parte de la pared libre
del Vd. Por el contrario es probable que la apoptosis del miocardio del conus,
contribuya a la remodelacion fina, que permita la transformacién del conus de

forma tubular a una lamina que se distribuye en la superficie del VD.

8.5 Septacion del conus

Es aceptado universalmente que durante la septacion del conus, las crestas
derecha e izquierda del conus se van acercando paulatinamente hasta fusionarse
justo en el centro del lumen conal para formar el cono-pulmonar y el cono-adrticas
(Kramer 1942; de Vries y Saunders 1962; Aderson et al., 1974; de la Cruz
1977; Asami 1969; Netter y Van Mierop 1969; Piexieder 1978). Sin embargo, el
analisis topografico del miocardio y mesénquima conal, identificamos una pequefa
zona de la pared dorso izquierda del miocardio tubular, donde se perdia
continuidad y se exponian dos terminaciones de miocardio libres, inmensas y
flanqueadas por tejido mesenquimal del conus y del cojin ventrosuperior del
canal-AV evitando de esta manera el corto circuito sanguineo. Alrededor del

estadio 30HH el miocardio del conus paso de una estructura tubular similar “O” a
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tener la forma de un canal “U” en la zona dorsal de la estructura conal abierta se
desarrollaron dos eminencias de tejido mesenquimal que se acercaban una a la
otra (Figuras 6C y 6C'; 7A y 7C). Més tarde, en el estadio 31 las eminencias se
fusionaron, pero no en el centro del lumen conal. La fusién separo al tracto de
entrada del tracto de salida del Vd. (Figura 7D y E). Estos resultados, ademas de
mostrar que el cono-pulmonar es una interpretacion equivocada de la literatura,
concuerdan con hallazgos previos donde se demuestra que la cresta
supraventricular se desarrolla a partir de la fusién de las crestas conales (de la

Cruz 1998).

8.6 Participacion de los cojines del canal atrioventricular en la génesis del
tracto de salida del ventriculo izquierdo

En los afios ochenta, un grupo de investigadores realizaron marcaje-stc in vivo
del cojin ventrosuperior del canal-AV en el corazén del embrién de pollo (etapa
22HH). Las marcas plésticas las encontraron alojadas en la porcion libre de la
valva anteroseptal de la valvula atrioventricular izquierda y en una pequefa region
del tabique interventricular de caracteristicas membranosas; con esa informacion
concluyeron que el cojin ventrosuperior del canal-AV, era uno de los precursores
del tracto de salida del Vi (De la Cruz et al., 1982; Garcia-Pelaez et al., 1984), y
gue junto con el supuesto cono-adrtico, también participaba en la formacion del
tracto de salida. Sin embargo no pudieron explicar la convergencia entre ambas
estructuras anatomicas que condujeran a la formaciéon del tracto de salida del Vi.
Por otro lado, el andlisis de nuestras secciones histolégicas en el plano

transversal, nos permitié observar los cambios topograficos y las relaciones entre
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los cojines del canal-AV y del miocardio y mesénquima del conus. Mediante esta
estrategia pudimos observar como los cojines del canal-AV aumentaban de
volumen y se poblaban cada vez de mas de células, hasta que ambas estructuras
se fusionaran para formar el tabique medio del canal-AV (Figuras 6C y 6C).
Posteriormente el tabique medio se remodela, se adelgaza y se aplana, adquiere
una forma arco (Figura 7A y C). Mas tarde, en la etapa 30HH, dos protuberancias
contra laterales del mesénquima conal se acercan para finalmente fusionarse y en
el estadio 31HH, una porcién del el tabique medio se ha transformado en la
incipiente valva septal de la valvula atrioventricular izquierda (Figura 7C). La
apertura del miocardio del conus y las proyecciones del mesénquima conal aun
en proceso de fusién, causan la formacién de un canal largo y estrecho que
comunica a ambos tractos de salida ventriculares (Figura 7C). Mas tarde, en la
etapa 31-32HH, las proyecciones del mesénquima del conus se fusionaron y han
adquirido la apariencia de la cresta supraventricular. La valva anteroseptal de la
valvula atrioventricular izquierda, mantenia una estructura fibrosa y dividié el
orificio del tracto de entrada del orificio del tracto de salida del Vi (Figura 7D y 7).
Estos resultados sugieren fuertemente que al fusionarse las protuberancias
mesenquimales del conus en sus porciones dorsales forman la cresta
supraventricular, sin embargo al hacerlo solo en sus porciones dorsales y no en el
centro de la luz conal, formaron el tracto de salida del Vd, con caracteristicas
totalmente musculares. Por otro lado, nuestro marcaje del cojin ventrosuperior del
canal-AV, concuerda con lo reportado previamente (de la Cruz et al., 1982;
Garcia Peléaez et al., 1984), sin embargo nosotros observamos el destino de las

marcas plasticas mediante cortes histologicos, y pudimos apreciar que las marcas
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plasticas se distribuyeron en la valva anteroseptal de la valvula atrioventricular
izquierda, en la continuidad fibrosa mitroadrtica en una porcién lisa y paramedial
del tabique interventricular asociada a la valva no corona. Estas estructuras
anatomicas, son los limites anatémicos del tracto de salida del Vi. Es probable que
en conjunto, el tabique medio del canal-AV asi como los cojines laterales derecho
e izquierdo del canal-AV, se transformen en el esqueleto fibroso del corazén
(Figuras 3, 10, 11). Nuestros hallazgos refutan la idea del concepto de cono-
aortico como precursor del tracto de salida del Vi y muestran evidencia de un
origen embrionario distinto para ambos tractos de salida ventriculares. Las
descripciones anatémicas del esqueleto fibroso cardiaco (Figura 3) apoyan la idea
que los tractos de salida ventriculares se originan de primordios distintos, ya que el
esqueleto fibroso cardiaco incluye a las valvulas: mitral, tricuspide, aortica, al
tabique atrioventricular y la continuidad fibrosa mitroadrtica, formando una unidad
anatomofuncional, pero excluye la valvula pulmonar (Anderson y Becker 1982).
La nueva informacion obtenida en la presente investigacion proporciona un marco
de referencia para los enfoques moleculares del origen de los tractos de salida
ventriculares. Ademas, proporciona bases embriolégicas sélidas para mejorar el
diagndstico y el tratamiento quirdrgico de los defectos congénitos que afectan

estas estructuras anatdémicas del corazon.
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9. Conclusiones

En este trabajo se propone un nuevo modelo para explicar el desarrollo de los
tractos de salida ventriculares, anteriormente se pensaba que se originaban por la
reduccion longitudinal y septacion del conus, originando asi el cono-adrtico y cono
pulmonar, sin embargo nosotros encontramos que el miocardio del conus no
reduce sus dimensiones longitudinales durante la septacion, por el contario se
transforma en gran parte de la pared libre del ventriculo derecho. El conus
inicialmente constituido de miocardio en forma tubular, pierde continuidad en una
porcién dorsoizquierda y los extremos libres de miocardio se desplazan en
sentidos opuestos, hasta transformarse en una lamina que corresponde a gran
parte del miocardio del ventriculo derecho. La fusién de las crestas del conus no
forma los conos-adrtico y cono-pulmonar ya que la fusion de las crestas conales
solo originan el tracto de salida del ventriculo derecho. Las caracteristicas fibrosas
del tracto de salida del ventriculo izquierdo se desarrollan a partir del tabique
medio del canal atrioventricular. Por lo tanto, los tractos de salida ventriculares se
originan desde primordios embrionarios distintos. La apertura del miocardio de la
pared dorsoizquierda del conus, podria estar mediada por remodelacion del
mesenquima conal, translocacion nuclear de [B-catenina, y perdida de uniones

comunicantes entre los miocardiocitos de la zona de apertura.
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10. Perspectivas

Con el nuevo modelo del desarrollo de los tractos de salida ventriculares, seria
interesante tratar de describir anatdémicamente la embriopatogenia de las
cardiopatias congénitas del tipo troncoconales. Nuestro modelo propone que el
tracto de salida del ventriculo izquierdo se origina del tabique medio del canal
atrioventricular, sin embargo es necesario realizar experimentos de marcaje
selectivo con tinta china/carbon, para dilucidar la participacion de los cojines
ventrosuperior y dorsoinferior del canal atrioventricular en la génesis del tracto de
salida del ventriculo izquierdo, ya que eventualmente ambos cojines se fusionan y

forman el tabique medio del canal atrioventricular
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Abstract

Objective

There is no consensus on the embryonic components or morphogenetic processes involved
in mature ventricular outflow tract development. Our goal was to use in vivo labelling to
investigate the prospective fate of the myocardium of each conal wall. The conal and atrio-
ventricular cushion mesenchyme changes during transformation into mature structures and
their role in apoptosis were also investigated.

Methods

Plastic labels were placed at the cephalic and caudal conal limits of chicken embryo hearts
(stage 22HH) and traced up to stage 36HH. Histological analyses, scanning electron
microscopy and apoptotic detection using Lysotracker-Red were performed. The conal lon-
gitudinal length and medial displacement were registered. Muscle myosin was identified by
immunofluorescence.

Results

Labels positioned in the myocardium of each conal wall moved to the right ventricle (RV),
shifting from the arterial subvalvular myocardial zone to the apex. No labels were found in
the aortic vestibule. At stage 22HH, the conus was a tubular structure composed of myocar-
dium and endocardium with scarce mesenchyme. The dorso-left conal myocardial wall
gradually lost continuity and the free ends separated, while the myocardium was distributed
to the RV free wall (24HH-28HH). At stage 22HH, conal crests were not observed, but they
were apparent at the dorsal zone of the conus at stage 26HH; towards stage 30HH, they
fused to form the supraventricular crest, and the pulmonary infundibulum was evident. The
ventro-superior cushion of the AV canal was reorganized into the fibrous and muscular
structures lined the aortic vestibule.
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Conclusions

The posterior conus is an erroneous concept. The conal myocardium is reorganized in the

free wall of the RV. Internally, the conal lumen is transformed into the pulmonary infundibu-
lum. The aortic vestibule is formed from the ventro-superior cushion of the AV canal. Thus,
the ventricular outflow tracts have different embryonic origins.

Introduction

It is generally accepted at present that the ventricular outflow tracts of the postnatal tetracavi-
tary heart consist of three well-defined anatomical regions: arterial trunks (pulmonary and
aortic trunks), arterial valves (valvar leaflets and their supporting annulus) and subvalvular
intracardiac ventricular outflow tracts (pulmonary infundibulum and aortic vestibule) [1]. In
agreement with this idea, it has been pointed out that the embryonic outflow also consists of
three segments: distal, intermediate and proximal [2]. The distal segment corresponds to the
aortic sac with a vascular composition, while the intermediate and proximal segments of the
developing outflow comprise the truncus and conus, both of which are covered by a myocar-
dial sleeve. Additionally, the concept of the first (FHF) and second (SHF) heart fields has
recently been developed [3-5]. The straight heart tube represents the FHF, while the SHF orig-
inates the latter, which gradually converges into the heart tube during the torsion and looping
process and is the cellular source from which the embryonic outflow, inflow and atria are
derived. Despite this new anatomical approach of the embryonic and postnatal heart, and the
discoveries in the two heart fields, there is still no consensus on the embryonic components
involved in the genesis of the intrapericardial arterial trunks. Additionally, the information
about each element that forms the mature intracardiac ventricular outflow tracts is controver-
sial. There is also no agreement on the morphogenetic processes involved in the development
of each of these cardiac structures. Most classic authors of cardiac embryology indicate that
the truncus is involved in all [6-15] or only in a part of the vascular extension of the great
arteries, including the aortic and pulmonary valves formation [2, 16]. However, in 2005 we
concluded that the truncus is involved only in the development of the pulmonary and aortic
insertion annuls and valves, but it does not form the entire vascular region of the great arteries,
which is derived from the aortic sac [17]. This statement was supported by at least two findings
in the chick embryo heart: 1) The ultrastructural and experimental evidences of myocardial
cell differentiation in to connective tissue in the truncus [18]. 2) The high incidence of persis-
tent truncus arteriosus associated with anomalies of the aortic arches resulted from the neural
crest cells between the third and right fourth aortic arches region depleted [19, 20]. Regarding
the embryogenesis of the ventricular outflow tracts, it has been widely reported that the conus
decreases its longitudinal dimensions during developmental progression, and its final anatom-
ical representation in the adult heart is limited to the subvalvular area of the intracardiac RV
infundibulum [8, 9, 21]. Additional classical and current descriptive studies mention that the
conus is initially a tubular structure, with a smooth myocardial wall, without trabeculae, and
with a lumen lined circumferentially by cardiac jelly, covered by endocardium. Later, in the
advanced loop stage, endocardial ridges develop inside the intermediate and proximal seg-
ments of the developing outflow via the endothelial to mesenchymal transformation process
[22]. It has also been reported that the right and left endocardial crest divide the conus into an
anterior and posterior conduit. The anterior conus will transform into the pulmonary infun-
dibulum (located between the free edge of the supraventricular crest and the pulmonary valve
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Fig 1. Spatial situation of the myocardial conal walls. (A) Right sagittal view of the cephalic portion of a stage 22HH
chicken embryo showing the different regions that make up the heart and the location of the conal walls in the organ in
situ. Arrowheads: yellow = dorsal wall; green = ventral wall; red = right wall; blue = left wall. (B) Cross-section of the
middle zone of the conus at stage 22HH, haematoxylin-eosin stain. Digitally, colours were impressed to the conal walls
myocardium as described in section A. Observe a black label immersed in the myocardium of the ventral conal wall.
Abbreviations: As = atrial segment; C = conus; Ca = caudal; Ce = cephalic; D = dorsal; L = left; R = right; T = truncus;
V = ventral; Vs = ventricular segment.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.9001

supporting annulus). In contrast, the posterior conus will form the aortic vestibule (located
between the mitral-aortic fibrous continuity and the aortic valve supporting the annulus) [6, 7,
23, 24]. In this context, classic in vivo labelling studies in the chick embryo heart by De la Cruz
etal [24] demonstrated that the conus is fully developed in the advanced loop stage (Stage
22HH). The conus-ventricular limit was described as the transition zone between a smooth
conal region, which contrasts with a ventricular trabecular zone. And the boundary between
the conus and the truncus was considered the angular junction between the proximal caudo-
cephalic and the distal ventro-dorsal segments of the heart tube (Fig 1A).

The differential arrangement of the right and left endocardial conal crests, contrasting with
the upper and lower endocardial truncal crests, was further recognized to facilitate the distinc-
tion between the conus and the truncus. This description of the chick embryonic heart at stage
22HH by De la Cruz et al [24] is similar to the “dog-leg bend” described in the mouse heart of
embryos with 42 somites by Anderson and cols [15]. The de la Cruz delimitation of the ante-
rior conus by differential labelling with a gelatin-Indian ink mixture and tracing of its precise
fate throughout the mature heart has confirmed that the anterior conus provides the origin for
the right ventricular outflow tract and inferred that the posterior conus will form the aortic
vestibule [24]. However, recent studies utilizing cell tracing with a fluorescent dye in the
chicken embryo have led to the conclusion that the embryonic outflow forms both the trabecu-
lar free wall and the infundibulum of the right ventricle [25].

The idea of the fate of the posterior conus as a precursor of the aortic vestibule has been
maintained until the present. However, in the 1980s, two groups of researchers labelled the
ventro-superior cushion of the atrioventricular canal (AV canal) in the chicken embryo heart
[26, 27]. These researchers found that this cushion was involved in the formation of the fibrous
(mitroaortic continuity) and muscular walls of the aortic vestibule, but in no case was a con-
vincing explanation provided for the role of the posterior conus.

Most classic authors point out in humans [9, 21] and birds [13, 24] that the conus under-
goes longitudinal reduction; in fact, it has been suggested that the conus completely disappears
[10, 12, 13, 23]. Moreover, Watanabe et al by viral transfection of the chicken embryo heart,
reported reduction of the cono-truncus myocardium by apoptosis during transformation of
the embryonic outflow into the mature anatomical structures [28, 29]. However, they did not
mention whether apoptosis was present in the conus, truncus or both regions. Additionally, in
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murine animal models, the right ventricle (RV) is now known to develop completely from the
second heart field [30], which has been identified in embryonic stages as the cono-truncus and
a part of the pharyngeal mesoderm [31, 32]. This new information raises questions concerning
the fate of the conus as a precursor of both ventricular outflow tracts. Due to all these contro-
versies, by in vivo labelling of the chicken embryo heart and histological analysis, we aimed to
investigate the reordering of the myocardium of each conal wall and the changes in the mesen-
chymal tissue of the conus and the AV cushions during their transformation into mature
structures. The role of apoptosis was also investigated. We demonstrated that the conus was
not divided in two conducts, nor did it display apoptosis. Rather, the conal myocardium par-
ticipates in the formation of the right ventricle free wall, including the pulmonary infundibu-
lum. Additionally, we identified the ventro-superior cushion of the AV canal as the embryonic
precursor of the aortic vestibule.

Materials and methods
Nomenclature

In this work, we used the classic conus and truncus nomenclature because although it is obso-
lete among embryologists, it is still used in the field of paediatric cardiology and pathology.
Additionally, one of the basic principles of anatomical states is that all structures within the
body should be described as observed in the anatomical position of the subject facing the
viewer [33]. In accordance with this principle, the walls of the proximal segment of the embry-
onic outflow classically known as the conus are named based on their relative positions within
the embryo, following the axis symmetry but not their supposed prospective fate as is custom-
ary. Thus, we designated right and left conal walls as the classically denoted anterior and poste-
rior conal walls, while the conal walls conventionally considered right and left in this paper
were designated as dorsal and ventral walls, respectively (Fig 1).

Embryos

Fertilized Bovans chicken eggs were obtained from the local poultry farm ALPES (Puebla,
Meéxico). The eggs were incubated at 37.8°C and 60% relative humidity until they reached
stage 22HH [34]. The eggshells were disinfected with 70% alcohol and then windowed to stage
the embryos. Having exposed the heart by dissection of the allantoidal and pericardial mem-
branes, the myocardial conal walls were differentially labelled based on the description by de la
Cruz et al [24]. The animal use protocols and study procedures were based strictly on the Mex-
ican Official Guidelines (NOM-062-Z0O0-1999). In addition, the research, ethics, and bio-
safety Children’s Hospital of Mexico Federico Gomez committees approved this project
(HIM-2013-060).

Plastic labels preparation

Plastic labels were make with a gelatine-activated charcoal mixture with some modifications of
the Seichert technique [35]. With this purpose, thin (<10 uM in diameter) and long (10 cm)
filaments were prepared by heating to red hot and extensively stretching a glass rod. India ink
(0.1 mL), an aqueous pure 5% gelatine mixture (1 mL) and activated charcoal (0.17 g) were
mixed in an Eppendorf tube and gently stirred in warm water (70°C) for 3 min. The liquid
mixture was used to varnish the 10 pM glass filaments. Once the mixture of black coloured gel-
atine had solidified, the varnished filaments were stored in a sterile petri dish under refrigera-
tion. To label the embryonic chicken hearts in vivo, small black coloured glass fragments (0.5
mm) were cut and inserted into the previously chosen tissue.
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Labelling experiments

Embryos at stage 22HH, when the conus completes development and the truncus can be cer-
tainty identified, were randomly separated into four groups. GI. To determine the prospective
fate of the classically designated anterior conus, a fine glass filament covered with a gelatine-
activated charcoal mixture was inserted for 15 seconds in the myocardium at the boundary
between the smooth conal region and the ventricular trabeculated zone. Another filament was
inserted at the angular junction between the conus and the truncus. The filaments were subse-
quently drawn out, leaving a dark tattoo immersed in the myocardium. To place the labels, a 1
cm? window was opened in the egg shell. The vitelline and pericardial membranes were imme-
diately dissected to expose the heart. The prospective fate of the myocardium of the remaining
conal walls was determined by placing a label into the myocardium in the middle area of the
conus (Stage 22HH) with the following distribution: GII. At the ventral conal wall. GIIL At the
dorsal conal wall GIV. At the left conal wall. After labelling, the embryos in the four groups
were photographed in ovo using a Carl Zeiss stereomicroscope Lumar V12 and a digital camera
Axiocam MRC (Carl Zeiss, Germany). Once the window of the shell was covered with Parafilm,
the eggs were returned to the incubator and maintained at 37.8°C and 90% relative humidity to
acquire embryos at various representative stages of the process of cardiac septation (24-36HH).
The labelling procedure causes mortality, and therefore only those embryos that showed a nor-
mal morphology and heart with no apparent defects were selected. Forty normal GI hearts from
each stage (24-36HH) and twenty GII-GIV hearts from each stage were counted to identify the
myocardial conal fate and histological analysis. Additionally, GI embryos were assessed using
scanning electron microscopy, morphometric, apoptosis and immunofluorescence analyses.
The total hearts acquired at each stage were: GI = 45, GII-GIV = 30 (Table 1).

Prospective fate of the myocardial wall of the conus

Mature labelled hearts (stage 36HH) that had completed cardiac septation, great vessel branch-
ing, and valve leaflet development were photographed using the same equipment as at the
beginning of the experiments (n = 30 in each group). Photographs were used to identify the
final location of the labels, define the prospective fate of each myocardial wall of the conus and
design a destination map of the conal walls.

Histological procedures

Six representative labelled fixed hearts at each stage (24-36HH) from GI-GIV previously pho-
tographed were dehydrated through a graded series of alcohols to 100%. The hearts were

Table 1. Embryonic hearts acquired and number of hearts used for each stage.

Conal Wall labelled | HH Stage | Myocardial conal fate | Histological analysis Morphometric analysi: Apoptosi lysi IF Analysis
Conus Length | Conal Rotation
GI Right 22HH n=30 n=6 n=20+ n =20+ n=6" n=6"
Gm([;)lir‘s’ing]a‘l’]_eﬂ 24HH n=30 n=6 n=20+ n=20+ n=¢ n=¢
26HH n=30 n=6 n=20+ n =20+ n=6" n=¢6"
28HH n=30 n=6 n=20+ n =20+ n=¢" n=g"
30HH n=30 n=6 n=20+ n =20+ n=g" n=g"
32HH n=30 n=6 n=20+ n =20+ n=6" n=6"
36HH n=30 n=6 n=20+ n =20+ n=6" n=6"

Total hearts acquired: GI = 45 at each stage, GII-GIV = 30 at each stage. + Captured images from GI labelled hearts.
* Fresh Gl labelled hearts.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.t001
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cleared in xylene (Sigma, USA) and embedded in Paraplast wax (Tissue-Tek, USA) to obtain
5 um serial transverse sections. The sections were stained with haematoxylin and eosin (H&E)
to investigate the topographical changes in the conus and the AV canal. A description of the
conal myocardium and mesenchymal tissue at the conus and AV cushions was also provided.

Morphometric analysis

To define the conus length changes and the conus displacement during cardiac septation
(stages 22- 36HH), photographs of GI hearts in the frontal view at stages 22- 36HH were used.
In the first case (conal length), the distance between the central zone of initially compact black
tattoo of the plastic label to the half zone of the dispersed black sports immersed in the myocar-
dial ventricular tissue were measured. In the second case (conus displacement), the opening of
the angle between the middle line of the embryo (neural tube) and the sagittal line drawn up
throughout the developing conus was registered, using the Image] programme (n = 20 cap-
tured images at each stage).

Statistical analysis

For conus length changes and displacement values, data are present as means. Analyses were
performed using the Student’s test and ANOVA with Prism software. Differences were consid-
ered to be significant at p < 0.01.

Scanning electron microscopy

Ten embryonic GI hearts at different stages (22-36HH) previously fixed and photographed
were used for scanning electron microscopy analysis. A group of this hearts (n = 5) was dis-
sected in a transversal plane at the level of the base of the heart to observe the lumen of the
conus and the AV canal. In both cases (dissected and complete hearts), the samples were dehy-
drated and desiccated under liquid CO, with a critical-point drying apparatus Samdri 789A
(Tousimins Research Co., MD, USA) and sputter-coated with 350 nm gold in a Denton Vac-
uum Desk 1A apparatus (Cherry Hill Industrial Centre, NJ, USA). Photographs were obtained
using a JEOL Scanning Electron Microscope JSM 5300 (JEOL, Tokyo, Japan) at 15 kV and at
different magnifications. Photographs acquired were used to illustrate the gradual displace-
ment of the conus from its original right position to a definitive ventral position, previously
measured in the GI hearts captured images.

Apoptotic pattern at the embryonic outflow

Live hearts of embryos labelled at the stage 22HH at the conal limits (GI) and re-incubated
until they reached stage 24-36HH were used to evidence the apoptotic pattern in the embry-
onic outflow during cardiac septation (n = 5 at each stage). The hearts were isolated in 0.01 M
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4, 8 mM Na,HPOy, 2 mM KH>POy, 136 mM NaCl, 2.6
mM KCI) supplemented with the vital dye LysoTracker Red (50 nM, LTR). After a 30 minutes
incubation at 37°C, the hearts were washed (PBS) and fixed for 4 hours (4% formaldehyde in
PBS). After extensive washing (PBS), LysoTracker fluorescence was visualized using an epi-
fluorescence stereomicroscope Lumar V12 (Carl Zeiss, Germany) using a rhodamine filter.
Special emphasis was placed on the anatomical regions between the labels previously inserted
in the conal limits. Specimens were photographed and processed to histological analysis. Serial
transverse sections (5 pum) were obtained for careful analysis under a CONFOCAL LSM-780
NLO microscope (Catl Zeiss, Germany).
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Immunofluorescence

Representative transversal histological sections from GI embryonic hearts (Stages 24-36HH)
were washed and permeabilized with Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA) in PBS and treated with
serum-free protein block (Dako, USA). Tissues sections were incubated with a mouse anti skele-
tal muscle myosin antibody (Santa Cruz Biotechnology USA, SC-32732) and secondary rabbit
anti-mouse antibody conjugated to Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, USA). The sec-
tions were then observed under a CONFOCAL LSM 780 NLO (Carl Zeiss, Germany). Controls
for immunofluorescence experiments included the use of the secondary antibody alone.

Results
Prospective fate of the myocardial wall of the conus

To determine the prospective fate of the right conal wall (classically denoted anterior conus),
plastic black labels were placed in the myocardium at each boundary of conus and traced up to
the mature heart (Fig 2). Labels initially inserted at the right surface of the conus-ventricular
limit (Fig 2A) turned counter-clockwise towards to the embryonic middle line and in the
mature heart (St 36HH) were distributed in the myocardium of the apical ventricular region in
relation to the anterior interventricular groove (compare A with A’ in Fig 2). In contrast, labels
placed at the beginning at the conus-truncus border, at stage 36HH, were located across the
entire length of the right region of the cardiac base to the level of the sub-valvular pulmonary
region (compare B with B’ in Fig 2).

0.25 mm 0.5mm

/V —
36HH AIVG ; 05mm

Fig 2. Prospective fate of the right conal wall (classically denoted anterior conus). (A) Representative images of
embryonic heart at stage 22HH showing a black label inserted in the myocardium on the right surface of the cono-
ventricular boundary (red arrowhead). (A’) Embryonic heart at stage 36HH. Visualization of small dark spots (red
arrowheads) distributed in the myocardium of the apical ventricular region in relation to the anterior interventricular
groove (AIVG). (B) Embryonic heart at stage 22HH with a black label inserted in the myocardium on the right surface
of the conus-truncus border (red arrowheads). (B’) Embryonic heart at stage 36HH showing small dark spots (red
arrowheads) distributed in the myocardium from the right region of the cardiac base to the subvalvular pulmonary
region. The dotted white line indicates the limit of the right ventricular-free wall. Abbreviations: AIVG = anterior
interventricular groove; As = atrial segment; C = conus; IVS = interventricular septum; LA = left atrium; LV = left
ventricle; PA = pulmonary artery, RA = right atrium; RV = right ventricle; T = truncus, Vs = ventricular segment.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.9002
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0.5mm

36HH AIVG 05 mm

36HH AIVG 05mm

Fig 3. Prospective fate of the myocardium of the ventral, dorsal and left conal walls. (A) Embryonic heart at stage
22HH showing a black label inserted in the myocardium at the medial zone of the ventral conal wall (green
arrowhead). (A’) Embryonic heart at stage 36HH with small dark granules (green arrowheads) distributed in the
myocardium of the sub-valvular region of the pulmonary artery. (B) Embryonic heart at stage 22HH with a black label
inserted in the myocardium of the dorsal conal wall (yellow arrowhead). (B’) Embryonic heart at stage 36HH showing
small dark spots (yellow arrowheads) distributed in the myocardium along the middle third of the free wall of the right
ventricle. (C) Embryonic heart at stage 22HH with a black label inserted in the myocardium of the medial zone of the
left conal wall. (C’) Embryonic heart at stage 36HH. Visualization of some small dark spots (blue arrowheads)
distributed in the myocardium between the acute border of the heart and the pulmonary infundibulum. The dotted
white line indicates the limit of the right ventricular-free wall. Abbreviations: AIVG = anterior interventricular groove;
Ao = aorta; As = atrial segment; C = conus; IVS = interventricular septum; LA = left atrium; LV = left ventricle;

PA = pulmonary artery, RA = right atrium; RV = right ventricle; T = truncus, Vs = ventricular segment.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.9003

The myocardium of the left, ventral and dorsal conal walls was distributed to different ana-
tomical portions exclusive of the right ventricle. Specifically, labels inserted in the myocardium
of the ventral conal wall (Fig 3A) consistently remained in the same plane, revealing a limited
displacement during development and in the mature heart were distributed in the myocar-
dium of the sub-valvular region of the pulmonary artery (Fig 3A"). Labels inserted at the begin-
ning in the myocardium of the dorsal wall of the conus (Fig 3B) turned counter-clockwise to
the embryonic middle line, and labels in the mature heart were distributed in the myocardium
along the middle third of the free wall of the right ventricle (Fig 3B’). In contrast, the labels
placed at the beginning in the myocardium of the left conal wall (Fig 3C) showed an irregular
behaviour. In almost all the hearts (90%), the labels gradually shifted counter-clockwise over
time, and at the end of the experiment (Stage 36HH), they were distributed in the ventricular

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930 December 31,2018 8/20

96



@ PLOS ‘ ONE

The conus does not participate in aortic vestibule development

myocardium from the acute border of the heart to the middle portion of the pulmonary infun-
dibulum (Fig 3C"). In some hearts (9%), the labels shifted clockwise and were distributed in a
small portion corresponding to the left wall of the outflow tract of the right ventricle. Only 1%
of the hearts showed an initial label in the myocardium of the left conal wall, in which the label
was fragmented into two pieces. Each piece of the label was shifted in the opposite direction,
and in the mature heart, one label appeared in the myocardium between the acute border of
the heart and the pulmonary infundibulum. The other piece of label was found in the left wall
of the right ventricular outflow tract. It is important to mention that labels inserted in the left,
ventral and dorsal conal walls at the level of the conus-truncus border, in the mature heart
were also distributed in the RV myocardium but in a more superior position than those
inserted in the medial zone of the conus.

Morphometric analysis

In agreement with the results of the selective labelling experiments, the conus length registered
during cardiac septation showed a differential growth of the conus during its transformation
into mature structures. We observed that the conus length at stage 22HH was 0.51 mm

(sd +0.049), at stage 30HH 0.78 mm (sd £ 0.150) and at stage 36HH, it had increased to 1.930
mm (sd + 0.170). Between stages 22 to 36HH, the increase in conus length was statistically sig-

nificant (Fig 4).

Conus lengt during cardiac septation
2.5 1

1.5 1

mm

0.5 [

0

22HH 30HH 36HH

Fig 4. Increase in conus length during cardiac septation. Increase in conus length during cardiac septation was
statistically significant between stages 22-36HH. Data are expressed as means (standard deviation) using *p < 0.01 for
comparisons.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.q004
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Medial displacement of the conus
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Fig 5. Conus gradual medial displacement during cardiac septation. Frontal views of the embryonic heart. (A) Stage
22HH visualization of the right extra cardiac initial position of the conus. (B) Stage 28HH visualization of the conus
completely integrated into the right ventricle, occupying a ventral inferior position. (C) Graphic. Data are expressed as
means (standard deviation) using *p < 0.01 for comparisons. Abbreviations: Ao = developing aorta; As = atrial
segment; C = conus; LA = left atrium; LV = left ventricle; PA = developing pulmonary artery, RA = right atrium;

RV = right ventricle; T = truncus, Vs = ventricular segment.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.9005

Conus remodelling during cardiac septation

To investigate how the conal myocardium remodels and moves from its originally right posi-
tion to a ventral position in the mature heart, topologic and histological changes in the conus
and AV canal during heart septation were registered. The results obtained in the captured
images from GI hearts showed that angle from the middle line of the embryo and the sagittal
line drawn up throughout the developing conus gradually increased. At stage 22HH, it had an
opening of 120", and it increased to 140" at stage 24HH, 160" at stage 26HH and 180" at stage
28HH (Fig 4C). Scanning electron microscopic images of embryonic hearts in the frontal view
showed that the conus was completely integrated into the right ventricle at stage 28HH, occu-
pying a ventral position from below the valvular floors of the developing pulmonary artery and
aorta (compare A with B in Fig 5).

Serial histological sections of the embryonic hearts in the transverse plane showed that at
stage 22HH, the lumen of the conus and the AV canal were in a contralateral position (Fig
6A). At this stage, the conus had a tubular structure formed by a thin layer of continuous myo-
cardium (corroborated by the immunolocalization of skeletal muscle myosin) and was inter-
nally lined by endocardium (Fig 6A and 6A’). Inside the conus, we observed a homogeneous
distribution of mesenchymal tissue formed by an abundant extracellular matrix with some
fibroblast-type cells but without an apparent bulge arrangement (Fig 6A). At stage 24HH, the
conus had moved from a right position to a slightly left and ventral position while the AV
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Fig 6. Conal myocardium and mesenchymal remodelling. Adjacent cephalo-caudal sections of the embryonic heart
from stages 22HH to 26HH. (A) Stage 22HH. The lumen of the conus and the AV canal are side by side. (A”)
Immunolocalization of the skeletal muscle myosin (green). Observe the tubular structure of the conal myocardium, the
homogeneously distributed mesenchymal tissue (Mes), and the endocardium (red nucleus). (B, B’) Stage 24HH. The
conus is in a slightly left and ventral position with respect to the AV canal. (B’). A small myocardial notch (*) is
observed at the left-dorsal conal wall. (C, C). Stage 26HH. Observe the loss of continuity at the thinned left-dorsal
myocardial conal wall (*) and the incipient endocardial conal crest (X). Abbreviations: AVC = atrioventricular canal;
Mes = mesenchymal tissue.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.g006

canal had moved from a left to a right position (Fig 6B). In addition, in a histological section
closer to the ventricular segment, a small notch was observed in the myocardium of the left-
dorsal wall of the conus that marked the beginning of the loss of continuity of the myocardium
of that conal wall (Fig 6D). Mesenchymal tissue of the conus was still observed as a continuous
layer, without signs of any incipient conal crest. The cushions of the AV canal and the mesen-
chymal tissue of the conus were more voluminous, with a larger cell population than at stage
22HH (Fig 6B and 6B’). At stage 26HH, the conus had been displaced to the left, and the AV
canal was moved to the right (compare A, A’ with C, C’ in Fig 6). The myocardium of the ven-
tral conal wall had thickened, but a small portion of myocardium at the left-dorsal wall had
thinned, and in the zone adjacent to the cushions of the AV canal, the conal myocardium was
losing continuity. Analysis of subsequent histological sections showed an increase in the conal
myocardium opening in the cephalo-caudal direction (compare C with C’ in Fig 6). Addition-
ally, the mesenchymal tissue of the conus began to show signs of separation in two incipient
conal crests. At this stage (26HH), the ventro-superior and dorso-inferior cushion of the AV
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Fig 7. Pulmonary vestibule and the aortic infundibulum develop from different embryonic components. (A, B).
Adjacent cephalo-caudal histological sections of the embryonic heart at stage 28HH. Observe a wider opening zone at
the originally left-dorsal myocardial conal wall (*). The voluminous mesenchymal structure separating the incipient
right (1) and left (2) atrioventricular orifices corresponding to the ventro-superior and the dorso-inferior cushions of
the AV canal during the fusion process (3). (A’, B’) Skeletal muscle myosin immunolocalization (green) corroborating
the left-dorsal myocardial conal wall loss of continuity (*). (C) Stage 30HH. Visualization of the well-developed
dextrodorsal (4) and sinistroventral (5) crests within the conus (C). The incipient mural leaflet of the left AV valve (6)
is also evident. Note the elongated canal (7) bordered by the dorsal surface of the conal crest (4 and 5) and the right
surface of the incipient anteroseptal leaflet of the left AV valve (8). (D, E). Stage 31 and 32HH. Mature heart showing
the fused conal crests forming the immature supraventricular crest (9). The single conal conduct corresponds to the
pulmonary infundibulum (PI). The aortic vestibule (AoV) behind the developing anteroseptal leaflet of the left AV
valve (8) is well developed. E’. Amplification of the red box in E. Observe traces from the label as some fine charcoal
granules immersed in the myocardium of the pulmonary infundibulum (40X). Abbreviations: RAVV = Right
atrioventricular valve; LAVV = Left atrioventricular valve.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.9007

canal were already fused. The conal crest and the fused AV cushions mesenchyme were in con-
tact at the opening of the myocardial conal wall (Fig 6C and 6C’).

At stage 28HH, the myocardium of the left-dorsal wall of the conus continued losing tubu-
lar continuity, thus showing a wider opening zone in an dorso-ventral direction (compare A
with B in Fig 7). The loss of contact of the myocardium at the conal left-dorsal wall was corrob-
orated by skeletal muscle myosin immunolocation (Fig 7A” and 7B’). Contact between the
mesenchymal tissue of the conal crest and that of the fused cushions of the AV canal had
increased, without leaving any signs of separation between them. The right and left cushions
of the AV canal were evident (Fig 7A and 7B). At this stage (28 HH), the recently fused AV
cushions had formed a voluminous mesenchymal structure that separated the incipient right
and left AV orifices. At stage 30HH, the myocardium of the conus had been transformed from
a closed tubular structure in the form of a letter "O" to acquire the shape of a letter “U” (Fig
6C). The originally incipient dextrodorsal and sinistroventral conal crests had increased in vol-
ume and were fused at the level of conus-truncus border but not at the level of the AV valves
(Fig 7C). Likewise, the left cushion of AV canal had been remodelled to form a mesenchymal
structure that resembled the mural leaflet of the left AV valve, while the dorso-inferior and
ventro-superior AV cushions in the process of fusion were forming an incipient anteroseptal
leaflet of the left AV valve (Fig 7C). In this heart (stage 30HH), an elongated canal was evident,
the edges of which were represented by the dorsal surface of the conal crest (in the fusion
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process), the right surface of the incipient anteroseptal leaflet of the left AV valve and the inter-
ventricular foramen (Fig 7C). Later, at stage 31HH, the mesenchymal conal crests were fused,
and a single pulmonary conal conduct was formed (Fig 7D). The elongated canal bordered by
the conal crests, the right surface of the anteroseptal leaflet of the left AV valve and the inter-
ventricular septum were transformed in the aortic vestibule (Fig 7D). At stage 32HH, the conal
myocardium had acquired the shape of a myocardial cell sheet (Fig 7E). The already fused
conal crest formed a structure of mixed histological constitution (mesenchymal and myocar-
dial tissues) that separated the right ventricular inlet from the completely myocardial pulmo-
nary infundibulum. Likewise, the aortic vestibule bordered by the fibrous anteroseptal leaflet
of the left AV valve and the myocardial interventricular septum was completely developed

(Fig 7E).

Apoptotic pattern at the embryonic outflow

To investigate whether the conus is affected by apoptosis, as is frequently affirmed, and to
determine whether the loss of continuity of the left-dorsal conal wall depended on this process,
the spatio-temporal pattern of apoptotic cells at the conus during cardiac septation was regis-
tered. In all the stages studied (22-32HH), positive apoptotic cells were observed predomi-
nantly at the conus-truncus border, identified by the previously placed plastic labels; only a
few apoptotic cells were detected at the conus (Fig 8A-8D). Transverse histological sections of
the embryonic heart allowed us to distinguish that the apoptotic cells at stage 24HH corre-
sponded exclusively to the mesenchymal tissue of the endocardial conal crest; no traces of

26HH

Fig 8. Apoptotic pattern at the embryonic outflow. (A-E) Representative images of embryonic hearts (stages 24-32HH)
that have been previously labelled at the conus truncus limit and treated with LysoTracker Red. Visualization of positive
apoptotic cells, mainly at the level of the previously labelled conus-truncus border, dotted red line. (A’- E”) Histological
transversal sections of embryonic hearts treated with LysoTracker Red at the conus level. In this case, the apoptotic cells
correspond to the red dots with white arrowheads. (A’) Stage 24HH, apoptotic cells were observed in the conal
mesenchyme. (B’) Stage 26HH, some apoptotic cells were observed in the myocardium of the ventral conal wall. No
apoptotic cells were detected in the myocardium of the thinner left-dorsal conal wall between the conal mesenchyme
(CM) and the atrioventricular cushions (AVC). (C’) Stage 28HH. Observe few apoptotic cells immersed in the
myocardium of the ventral conal wall. (D’- E”) Stages 30 and 32HH. Visualization of apoptotic cells principally in the
epicardium. Abbreviations: LAVV = left atrioventricular oprifice; RAVV = right atrioventricular orifice. 1. Dextrodorsal
conal ridge; 2. sinistroventral conal ridge; 3. fused atrioventricular cushions; 4. septal leaflet of the mitral valve; 5.
pulmonary infundibulum; 6. aortic vestibulum.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.9008
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apoptosis were observed in the conal myocardium (Fig 8A"). In contrast, at stage 26HH, some
apoptotic cells were observed in the myocardium of the ventral conal wall (Fig 8B"). Later, at
stage 28HH, several apoptotic cells were detected dispersed in the myocardium of the origi-
nally definite right conal wall compared to the apoptotic cells at the conus-truncus limit (Fig
8C"). At stage 30HH, apoptotic cells were registered at the myocardium of the originally left
conal wall. Between stages 30-32HH, the apoptotic signal was observed below the valvular aor-
tic and pulmonary floors (Fig 8D and 8E). At these stages, the histological sections showed
fewer apoptotic cells in the conal myocardium, but a large number of positive apoptotic cells
were identified in the epicardium (Fig 8D’, 8E” and 8E”). Surprisingly, no apoptotic cells were
found in area adjacent to the conal myocardium opening (Fig 8B).

Discussion

The embryonic components and morphogenetic processes involved not only in the develop-
ment of the intracardiac pulmonary infundibulum and aortic vestibule, but also in the forma-
tion of the extracardiac trunks of the great arteries are controversial. In our opinion, the
discrepancies are caused, in part, because many reports describe results without specifying the
region of the embryonic outflow tract (proximal or conus), intermediate (or truncus) or distal
(aortic sac) are involved. This information is a key point because although initially the truncus
and conus are morphologically and histologically similar, each has a different anatomical man-
ifestation in the postnatal heart (6-17). Additionally, although it is generally stated that the
conus participates in the development of the pulmonary infundibulum and aortic vestibule [6,
7,23, 24], some researches involve the ventro-superior cushion of the AV canal in the develop-
ment of the aortic vestibule [26, 27]. Therefore, our goal was to investigate, by selective in vivo
labelling, the prospective fate of the myocardium of the right, left, ventral and dorsal conal
walls. The changes in the mesenchymal tissue of the conus and AV cushions and the role of
apoptosis in conus transformation into mature structures were also explored.

Origin and fate of the conal myocardium

Recently, the concept of the FHF represented by the straight heart tube and the second heart
field (SHF) originating later and gradually converging into the straight heart tube during the
torsion and looping process has been emerging [3-5]. This new finding has led to controversy
about the prospective fate of the straight heart tube. On the one hand, it was accepted that the
precursor cells of the RV in the chicken embryo are already present in the straight heart tube
[36]. Furthermore, it has been pointed out that the conus appears in the “C” shaped looped
heart and completes development in the advanced looped heart (stage 22HH) to form both
ventricular outflow tracts [24]. In this case, it is inferred that the RV would derive from the
FHF, while the conus would develop from the SHF. Findings in the mouse embryo are discor-
dant with these statements. Through genetic tracking, it has been demonstrated that the FHF
gives rise to the myocardium of the LV and the atria [5]. Likewise, the SHF has been identified
as the cellular source from which the conus and truncus develop in both chicken and mouse
77777 ]. Our in vivo labelling in the chick embryo heart of the conal walls
(stage 22HH to 36HH) show that the conal myocardium is gradually distributed into different
regions of the RV free wall, from the apex to the cardiac base, below the arterial valves (Figs 2,
3 and 8B). Our morphometric and topological studies that show a length increase in the conus
and its gradual movement from its original right position to a definitive ventral position (Fig
5C) agree with our in vivo labelling results. These findings, confirm that in the chick embryo
the conus completes development at stage 22HH [24], and indicate that the RV myocardium
both in birds and in mammals, is not formed by cell populations present at the straight heart
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tube as indicated in pioneering in vivo labelling studies in the chick embryo heart [36], really
the RV myocardium is developed from the region of the SHF that represents only the conus at
stage 22HH.

Conal remodelling during cardiac septation

It is universally accepted that ventricular outflow tracts develop via the fusion of two mesenchy-
mal crests in the lumen centre of the conus to originate two conduits: the anterior or pulmonary
with this idea, we found that the conal myocardium participated in formation of the RV free
wall, including its outflow. This proposal questions the existence of the posterior conus. Thus,
to understand how the conal myocardium changed to be distributed along the RV ventral wall
and the fate of the supposed posterior conus, serial histological sections of the embryonic heart
in the transverse plane were analysed (stages 22-34HH). We confirmed our in vivo labeling and
morphometric findings (Figs 5-7). However, when analysing the conal and AV canal mesen-
chymal tissue changes, we observed important events that had not yet been reported in the
development of the conus. First, although it is common to describe the presence of two mesen-
chymal endocardial crests inside the conus from stage 22HH, we actually observed a gradual
development of the conal mesenchyme. It was initially scarce and homogeneously distributed
between the myocardium and endocardium (22HH). Later, at stage 24HH, the conal mesen-
chyme maintained a homogenous distribution but increased in volume. Between stages 26-
28HH the conal ridges had developed in the dorsal zone of the conal lumen. These results sup-
port the idea that the mesenchymal tissue that internally covers the conus at earlier stages has a
valvular function to prevent blood return to the ventricular segment, but it does not participate
in conus septation [41- 43]. Additionally, we found that at stage 22HH the conus had a tubular
structure, which was externally covered by a thin layer of continuous myocardium and inter-
nally lined by endocardium with a thin extracellular matrix (Fig 6A and 6A’). In no histological
section did we observe the presence of two well formed conal crests between stages 22-24HH.
Between stages 23-28HH, the myocardium of the left dorsal conal wall lost continuity. The free
borders of the conal myocardium gradually separated from each other until they formed a myo-
cardial cell sheet (compare Fig 6B” and 6C” with Fig 7, Fig 9A). The absence of apoptosis in the
opening region of the myocardium of the left dorsal conal wall indicated that the loss of conti-
nuity of that conal wall occurred independently of programmed cell death. Additionally, the

Fig 9. Fate map of the conal walls based on the labelling experiments. (A) Micrograph obtained using a scanning electron microscope of a 26HH
chicken embryo heart dissection. The results show the partial displacement of the conus on the way to its final ventral position and the discontinuity
of the dorsal-left wall conal myocardium (*). (B) Frontal view of the chicken embryo heart at stage 36HH, depicting the myocardial conal wall
distribution exclusively throughout the right ventricle (RV). The white dotted line marks the edge of the free wall of the right ventricle. (C). Chicken
postnatal heart dissection showing differential fate of each of the conal walls in the right ventricle below the arterial and atrioventricular valves. The
black dotted line denotes the fibrous skeleton where the pulmonary valvular ring (PA) is excluded.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209930.0009
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progressive opening of the left-dorsal conal wall observed in the histological sections agreed
with our in vivo labelling of the same conal wall (Figs 2 and 3). Taken together, these findings
provide unequivocal evidence that the conus is the embryonic precursor of the RV, including
the pulmonary infundibulum (Fig 9B). Likewise, although Rana et al [25] reported that the RV
free wall forms from the “outflow myocardium”, we based on our in vivo labelling results; con-
clude that only the conus but not the truncus participates in this process.

Apoptosis and conus development

Massive myocardial apoptosis is a morphogenetic process that is proposed to explain the longi-
tudinal reduction of the embryonic outflow [28, 29, 44]. However, due to the impossibility of
distinguishing the conal and truncal myocardium by viral transfection, Watanabe and col-
leagues concluded that both embryonic structures disappear almost completely, causing a lon-
gitudinal shortening of the embryonic outflow tract [28, 29]. In contrast, by selective labelling,
we distinguished the conus from the truncus myocardium and found a spatiotemporal apopto-
tic pattern concordant with that described by Cheng in 2002 [45]. As Cheng we found that
during development, the truncus was mostly affected by apoptosis and that apoptotic focus
began to appear by stage 26HH in small clusters at the myocardial conus-truncus border. (Fig
8A-8E). We also observed that apoptosis in the conal domain shifted sequentially, starting in
the conal mesenchyme (Fig 8A’), later occurring in the lateral myocardium of the developing

conus (Fig 8B'-81)), and finally being detected in the epicardium (Fig 8E”). These results sug-
gest that apoptosis does not participate in conal resorption but contributes to the fine remodel-
ling that allows conal transformation in a large part of the RV free wall. We can also suppose
that in the truncus apoptosis is linked to the arterial valves remodeling.

Conus septation

Septation of the conus occurs in the chicken embryo between stages 26-32HH. In this context, it
is universally known that during this process, the conal crests fuse in the centre of the conal

the development of the conal mesenchyme, we simultaneously found that the myocardium of
the left dorsal conal wall was opening between stages 26-28HH, and two well developed conal
crests had developed in the dorsal zone of the conus lumen (Figs 6C and 6C', 7A and 7C). Later,
between stages 30-32HH, the conal crests increased in volume and cellularity, approaching each
other (30HH) to finally fuse (31HH) on the dorsal surface, but not at the centre of the conal
lumen, as has been consistently clammed (Fig 7C). Interestingly, between stages 31 to 32HH,
we observed that when the conal crests were fused, two ducts were not formed, but rather the
fused crests formed a mesenchymal structure that separated the incipient inflow and outflow
tracts of the RV (Fig 7D and 7E). These results, in addition to refuting the existence of the poste-
rior conus, agree with previous findings obtained by in vivo labelling of the chick embryo heart
showing that the supraventricular crest develops from the fused conal crests [46]. The initially
mesenchymal supraventricular crest is gradually transformed into a myocardial structure by
“myocardialization”. At present, there is no consensus regarding the characterization of this
process. It is possible that the mesenchyme could serve as a scaffold for cardiomyocyte migra-
tion from the ventricular walls, the AV canal and / or the interventricular septum. Alternatively,
mesenchymal cells could be transformed in myocardiocytes.

Importance of AV cushions in the development of the aortic vestibule

In addition to separating the primitive inlet in two conducts, the AV cushions participate in
AV valve development. In the eighties, a group of researchers in vivo labelled the ventral
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(superior) cushion of the AV canal in the chick embryo heart (stage 22HH). In the mature
heart, the labels were found, surprisingly, in both components of the aortic infundibulum, i.e.,
the free region of the anteroseptal leaflet of the left AV valve and the muscular region of the
interventricular septum separating the aortic vestibule and the pulmonary infundibulum [26,
27]. These researchers could not explain the role of the posterior conus, the supposed precur-
sor of the aortic vestibule. However, using transverse histological sections, we could observe
the conal crest formation and a volume increase as well as more cellularity in the AV cushions
at stage 26HH, which led to the fusion of both AV cushions (Fig 6C and 6C"). Almost immedi-
ately, the cushion mesenchyme was remodelled, thinned and flattened, thus acquiring the
shape of a thick arch (Fig 7A and 7C). Later, at stage 30HH, the voluminous conal crests were
almost in contact. In this heart, the concave edge of the mesenchymal arch resulting from the
fusion of the ventral (superior) and dorsal (inferior) AV cushions had acquired the shape of an
incipient septal leaflet of the left AV valve (Fig 7C). The right surface of the incipient septal
leaflet of the left AV valve represented the edge of the aortic vestibule, which in this stage was
observed as a long narrow canal that was continuous with the pulmonary infundibulum
because the conal ridges had not yet fused (Fig 7C). Later, at stage 31-32HH, the already fused
conal crests had the location and appearance of the partially muscularized supraventricular
crest. The septal leaflet of the left AV valve was thinner, maintained a fibrous structure and
delimited the individualized LV outflow (Fig 7D and 7E). These results further confirmed that
when fused, the conal crests formed the myocardial supraventricular crest [46], leading to the
conclusion that the ventricular outflow tracts originated from different embryonic compo-
nents. The distal part of the conus with the fused conal crest participates in the development of
the completely myocardial pulmonary infundibulum, while the predominantly mesenchymal
aortic vestibule is formed from the ventro-superior cushion of the AV canal, as previously evi-
denced by in vivo labelling [ 26, 27]. Additionally, based on our results for the differential devel-
opment of the conal and AV cushions mesenchyme, and new evidence of a differential
endocardium to mesenchyme transformation molecular regulation pathway [47], we suggest
the use of the classic conal crest and AV cushions nomenclature.

Our findings refuting the existence of the posterior conus and showing evidence of a dis-
tinct embryonic origin for both outflow tracts are in agreement with the anatomic description
of the cardiac fibrous skeleton (Fig 9C) that includes the mitral, tricuspid and aortic valves
with the mitral-aortic fibrous continuity but excludes the pulmonary valve [48]. Additionally,
these same results allow us to speculate that persistence of the conus as a tubular structure
would lead to the development of a univentricular heart, defined by Anderson as a heart with
absence of the posterior interventricular septum [49].

The new information obtained in the present investigation, provides a frame of reference
for the molecular approaches of the origin of the pulmonary infundibulum and the aortic ves-
tibule. Additionally, it provides solid embryological bases for the improved diagnosis and sur-
gical treatment of the congenital defects that affect these anatomical structures of the heart.
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