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INTRODUCC ION




muchos autores han estudiado la estructura
y el desarrollc embricldgico y ultraestructural del mis-
culo cardiaco. Siendo el corazdn el primer drgano inter-
noc que manifiesta una actividad visible al presentar un
movimiento autdnomo, es l1légico que atrayese la curiosi-
dad cientifica y se aplicaran sucesivamente todos los
adelantos técnicos para el estudioc de su estructura,yul-
traestructura, especialmente el microscopio dptica, el
microscopio de contraste de fase, la histoquimica, el mi=~
croscopio electrdnico, la microscopia con inmunofluores-

cencia y la autorradiografia.

El desarrollo del mdsculo miocdrdico ha sido
estudiado ampliamente con el microscopio dptico por va-
rios autores (PATEN y KRAMER, 1933; RAWLES, 1943; ROMA-
NOFF, 1960; ORTS LLORCA y cols. 1963,1967,1968,1970; De
HAAN, 1965; entre otros).

La puesta a punto del microscopio electrd-

nico, permitid a diversos investigadores el estudioc de



la citodiferenciacidn del miocardic a nivel ultraestruc-
tural (HIBBS, 19563 MUIR, 1957; WAINRACH y SOTELO, 1961;
CARAVITA y GIBERTINI, 1966; MANASEK, 1968, 1969,1970;
ORTS LLORCA y GONZALEZ DE SANTANDER, 1969; entre otros).
A pesar de todos estos estudios, y de otros
paralelos en el mlsculo esquelético (DESSOUKI y HIBBS,
1965; ALLEN y PEPE, 19653 QEUSUN—STIENNDN, 1864, 1965,
1967; AUBER, 1969; y ISHIKAWA, BISCHOFF y HOLTZER, 1969),
quedan adn muchos interrogantes en la diferenciacidn de
estas células musculares, tales como la aparicidn y signi-
ficado de los grédnulos densos, la miofibrilogénesis, la

asociacidn complejos de unién y bandas Z, etc.

También el miocardio, fue uno de los prime-
ros tejidos en ser cultivados fuera del organismo (BURROWS
1910; CARREL, 1914). Los primeros investigadores ya ob-
servaron que al cabo de un cierto tiempo de cultivo el
miocardio perdia su aspecto sincitial, y las células del
cultivo adoptan formas alargadas, similares a fibroblas-
tos; se pensd gue este fendmeno era debido a una desapa-
ricién de los miocitos por degeneracién, quedando Unica-

mente las células acompafiantes del tejido conectivo



tivo. (CARREL y EBELING, 1924). Otros autores creyeron
que las células finales podrian ser miocitos transforma-
dos que hubieran regresadoc a una célula méds primitiva,
por lo que a este proceso se le denomind desdiferencia-
cidn (OLIVD, 1928).

Estas modificaciones celulares fueron vis-
tas posteriormente con el microscopio electrdénico. (WEI-
SSENFELS, 1962; FIRKET, 1967); pero no hemos encontrado
ninglin estudio detenido que demuestre de forma clara y

secuencial el origen de estas células finales.

Nosotros, hemos estudiado la diferencia-
cién de los miocitos del miocardio del embridn de pollo,
a lo largo de su evolucidn, desde los estadios iniciales
hasta algunos dias después del nacimienta.

Posteriormente, hemos realizado dos series
de cultivos, de corazdn de embridn de pollo, una a par-
tir de un embridn de 4 dias y la otra a partir de uno de
7 dias, pues entre ambos estadios las células presentan
distinto gradoc de madurez.

lLos resultados obtenidas con el material



cultivado, los hemos comparado entre si y con los obte-
nidos en el material embrionario; al mismo tiempo hemos
estudiado el origen de las células "desdiferenciadas" y

sus transformaciones progresivas.



ORIGEN Y FORMACION DEL CORAZON

Luego de formarse el epiblasto y el hipoblas-
to primitivos, aparece entre ambas hojas blastodérmicas
el mesodermo. E1 mesodermo lateral, es decir su porcidn
lateral, se divide en dos capas epiteliales, los mesoc-
dermos somdtico y espldcnico. El primero de ellos dard
lugar a los misculos de las extremidades, transformando-
se previamente en células mesenquimdticas. E1 mesodermo
espldcnico, por el contrario, conservard su naturaleza
epitelial y dard lugar a la formacidn del tubo cardiaco.

Por medio de injertos de pequefios fragmentos
blastodérmicos en la membrana corioalantoidea, en algunos
animales, entre los cuales estd el pollo, se han logrado
diferenciar al inicio de la gastrulacidn, dos 4reas ova-
ladas, derecha e izquierda, situadas a ambos lados de la
linea media, con capacidad prospectiva cardiogénica, ya
que posteriormente estos injertos producen tejido contréc-
til de estructura cardiaca (218).

ORTS LLORCA y JIMENEZ CCLLADO (192) observa-



ron que el area prospectiva cardiaca en el estadio de
prolongacidn cefdlica es mds estrecha y alargada que los
limites sefialados primitivamente.

En las aves, se ha podido demostrar que di-
chos territorios adquieren pronto una diferenciacidn caon
aparicidn de moléculas especificas de miosina y actina,
detectables por inmunofluorescencia, (42, 43) ya en la
fase de prolongacidn cefdlica.

Antes de que se inicie la gastrulacidn, e
incluso al principio de la misma, ya se pueden localizar
las dreas cardiogénicas primitivas, gque se encuentran en
el epiblasto (30). Posteriormente estas células, de una
forma ordenada se invaginan a nivel de la linea primiti-
va formando el mesodermo precardiaco.

A finales del siglo XIX ya se observd que
el material cardiogénico se encuentra dividido en dos
zonas a ambos lados de la linea media, siendo claramente
diferenciable (99).

Actualmente con ayuda de isotopos radioac-
tivos, se ha visto que estas dreas estan fusionadas por

una porcidn media mds estrecha que se situa por delante



de la prolongacidn cefédlica, adoptando asi forma de he-
rradura (32).

La primera aparicidn de la formacidn del
corazén en el embridn de pollo, se encuentra hacia el
estadio de 2 somitos (71) comp un engrosamiento del me-
sodermo espldcnico en la zona media del suelo de cada ve-
sicula amniocdrdica o porcidn cefdlica del celoma. Cuan-
do esta zona se explanta y se cultiva "in vitro" se di-
ferencia casi exclusivamente en tejido cardiaco (185).

El desplazamiento de estas células mesodér-~
micas presuntivas cardiacas desde la regidén en forma de
herradura, hasta su fusidn en la linea media para for-~
mar el tubo cardiaco, ha sido analizado directamente con
cinematografia por De HAAN (30, 32).

Posteriormente, en el seno de esta masa de
células presuntivamente miocdrdicas (esbozo cardiaco)
aparecen unas cavidades producidades por el endocardic,
que se denominan plexo endocardicao.

A los 4-5 somitos los dos esbozos plexifor-

mes laterales entran en contacto en la linea media, em-




pezando a fusionarse sus componentes endodérmicos (224).

Hacia el estadio de 7-8 somitos ya se obser-
va casi la formacidn de un solo tubo, el tubo cardiace
(63), se va estrechande ligeramente y simultaneamente con
la desaparicidn del mesocardio ventral, se realiza la to-
tal fusidn de los dos tubos endocardicos, proceso gue
dura desde los 9 somitos (71) a los 10-11 somitos (63).

La fusidn de ambos esbozos cardiacos es una
consecuencia directa de los procescs morfogenéticos que
conducen a la formacidn de la faringe (8,30,174,189).

£n el tubo cardfiaco el endocardio y miocar-
dio estdn separados por un espacio relleno de una sustan-
cia clara, homogénea y de aspecto gelatinoso dencminada
por DAVIS (29) "jalea & gelatina cardiaca" (1924) (cardiac
jelly), muy rico en mucopolisacdridos dcidos. Este com-
ponente parece ser muy importante durante este tiempo en
gque se van a iniciar los primeros latidos cardiacos, y
el desarrollo de las vdlvulas, ya que sin él el corazdn
es incapaz de variar suficientemente sus didmetros, sir-

viendo asi de transmisor entre las contracciones inicia-



das en el miccardio y la superfigie endocdrdica (5).

La mayor parte de autores (70, 199, 231) -
estdn de acuerdo en que las primeras contracciones cardia-
cas aparecen de una forma incoordinada en el borde conve-
xo derecho, al comienzo del seqgundo dia de incubacidn del
embridén de pollo, hacia los 8-9 somitos, y se hacen rit-
micas hacia las 36 horas, al tener 9-10 somitos (7).

El tubo cardiaco de los 9-12 scmitos sdlo
corresponde a los futuros ventriculos y bulboj; el material
que dara lugar al resto del corazdn se encuentra a lo lar-
go de la raiz de las venas onfalomesentéricas (199), vy
se incorpora para formar el atriun hacia el estadio de
16 somitos.

En el estadio de 19 somitos, se fusiona 1la
vena pnfalomesentérica que formard el seno venoso. (224).

Hacia el estadio 10, una vez que ambos es-
bozos cardiacos se han fusionado para formar un tubo dnico,
éste deja de ser recto, formandose una ligera curva de

convexidad derecha a nivel de la regidn correspondiente



10

al ventriculo. Posteriormente se forma un profundo surco
en el lado izquierdo, el surco bulboventricular izquier-
do, gue divide al asa cardiaca en dos segmentos, uno cau-
dal que pertenecerd al ventriculoc izquierdo, y otro cra-
neal del que derivard el ventriculo derecho y el cono &
bulbo arterial. Mas tarde, el asa del cono ventricular
crece y se desplaza caudalmente y hacia la izquierda.
Parece ser gue estas incurvaciones no son
debidas a distintos factores externos, sino a2 una propie-
dad intrinseca del mismo miocardio que en zonas determi-
nadas produce mayor nlUmero de mitosis, por lo que al cre-
cer mas rapidamente se incurvaria (237) junto con un
aumento del tamafic celular (156), como ha sido también
demostrado experimentalmente por ORTS LLORCA y RUANO (193)
al incurvarse un homoinjerto de tubos cardiacos en la
cavidad celdmica de un embridn huesped de pollo.
Posteriormente a la incurvacidn y rotacidn
del tubo cardiaco tiene lugar la tabicacidn del corazdn,
proceso que tiene lugar en el embridn de pollo a partir
del 52 dia de incubacidn (190). En virtud de dicho pro-

ceso la cavidad cardiaca quedard dividida en cuatro ca-
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vidades, dos auriculas y dos ventriculos.

Con los datos experimentales obtenidos pare-
ce ser que los factores hemodindmicos desempefian un impor-
tante papel causal en la septacidn cardfaqa, siendo su
origen la existencia de dos corrientes sanguineas que
atravesarian el tubo cardiaco sin mezclarée (15, 32);
seqln ésto, en la zona de contacto de ambas corrientes san-
guineas se originarfa una disminucién de presidn que con-
duciria a la aparicidén de un relieve, cuyo crecimiento

formaria los distintos tabiques cardiacos,
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HISTOFISIOLOGIA DE LA FIBRA MUSCULAR

ULTRAESTRUCTURA Y BICQUIMICA DE LA MIOFIBRILLA

Desde antiguo se creia que el misculo car-
dfaco estaba formado por fibras y éstas a su vez formadas
por una red protoplasmatica gigante con numerosos ndcleos,
en forma de sincitio (87).

Sélo al introducir el microscopio electrd-
nico y aplicarlo al estudio morfoldgico, se comprobd que
los miocitos cardiacos eran células generalmente con un
solo nidcleo. Dicho ndcleo es de cromatina laxa y forma
ovoide y normalmente se encuentra en el centro de la

célula.

Las fibras 4 células musculares cardiacas
del pollo adulto son de pequefic didmetro, midiendo nor-
malmente de 2 a 5 micras.

El citoplasma de estas células se denomi-
na sarcoplasma, siendo muy abundante.

Dicho sarcoplasma, cbservdndolo en un mi-~

croscopio éptico, se encuentra ocupado por unas estriacio-
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si empleamos el microscopio de luz polarizada observa-
mos gque las bandas oscuras son anisdtropas (birrefrin-
gentes) por lo gque se las denomina bandas A, (& también
bandas Q, del aleman QUERSCHEIBE = disco transuerso).
Las bandas claras son isdtropas, por lo que se denominan
bandas I § bandas J. A su vez, cada banda I, se observa
surcada por otra banda oscura, mds delgada que la banda
A, que se denomina linea Z (del alemdn ZWISCHENSCHEIBE =
disco intermedio) & membrana fundamental de KRAUSE &
Telofragma.

Estas miofibrillas no son Unicas para una
misma célula, sino que se encuentran en n2 variable, pe-
ro parecen una Unica, ya que generalmente se encuentran
las estriaciones al mismo nivel, lo que es patente obser-
vando estas células al microscopio electrdnico. Cada mio-
fibrilla adulta, mide aproximadamente 1 micra de didme-
tro.

A la distancia entre dos lineas & bandas

Z, se la denomina Sarcdmeroc, que es la unidad contrdctil

del m. estriado en general, ya sea cardiaco ¢ esqueléti-
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co, siendo variable su longitud dependiente del grado
de contraccidn & relajacidn de la fibra muscular. (107,
115).

Con preparaciones tefiidas y observadas
al microscopio dptico, en medio de la banda A, se obser-
va una linea muy delgada clara, que se denomina banda I
é mesofragma.

Esta estructura miofibrilar descrita an-
teriormente, es comin para ambos tipos de m. estriado.
En el misculo estriado cardiaco, nos encontramos con otra
estriacidn colocada a nivel de una linea Z, pero mds den-
sa y comin para todas las miofibrillas de una misma cé-

lula; esta estriacidn se denomina Disco intercalar &

banda escaloriforme, (fig.3, ya que adopta esta forma

en escalera en relacidn con los de las fibras vecinas.
Aunque inicialmente, su naturaleza y funcidn estuvo so-
metida a numerosas discusiones, ha gquedado netamente de-
finida con la ayuda del microscopic electrdnico que co-
rresponde a la membrana celular ¢ sarcolema, con unas

caracteristicas especiales que luego veremos.
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Ya en 1888, KOLLIKER, (133) describid las
miofibrillas, insinuando que estarian compuestas por fi-
lamentos mds delgados.

ARl poderse estudiar el misculo estriado
con microscopio electrdnico, pudo demostrarse dicha teo-
ria, observédndose que las miofibrillas estaban formadas
por dos tipos de miofilamentos. Estos dos tipos de fila-
mentos difieren por su didmetro, su longitud, su posicidn
Yy su composicidn por lo que se les distingque segin su dié-
metro en filamentos gruesos y en filamentos finos.

Los filamentos gruesos y los filamentos
finos, se encuentran dispuestos de una forma paralela vy
regular en los misculos de los vertebrados. Los filamen-
tos gruesos se agrupan hexagonalmente, centradas por uno
de ellos, y ademds cada filamento grueso estd rodeado por
6 filamentos finos y a su vez éstos se disponen simetri-
camente entre cada tres filamentos gruesos (Fig.31l).

El filamento grueso tiene unos 1,6 p de
longitud y unos 1001% de didmetro. Los filamentos finos

segin HUYLEY (110) en el misculo psoas del conejo, tienen
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entre 50 y 70 ﬁ de didmetro y alrededor de 1 u de lon-
gitud.

La superposicidn entre las hileras de fi-
lamentos éruesos y filamentos finos da origen a las es-

triaciones que se aobservan al microscopio dptico.(Esqg.l)

EACTING F. MI10SINA 77
'/_! ":. 7'_‘»
4 M
......... - Y
...... I..__... -..H--_

Esquema 1l: Dibujo esquemdtico de la disposicidn de
los miofilamentos en el sarcdmero, y la formacidn de las

distintas bandas. (Modificado de LOWEY. 1972)

En las bandas A, los filamentos gruesos
se encuentran en disposicidén hexagonal, y son los respon-
sables de su elevada densidad. Los filamentos finos apa-

recen unidos a ambos lados de las lineas Z (112,131) en
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medioc de las bandas I, penetrando entre los filamentos
gruesos también de forma hexagonal, alrededor de cada
filamento de miosina. En el misculo relajado la longi-
tud de un sarcdmero es tal que los filamentos finos se
superponen con los gruesos en sus extremos, demarcando
de esta forma en el centroc de la banda A una zona de me-
nor densidad que es la banda H.

En el centro de dicha banda H, se nos apa-
rece una banda aldn de menor densidad, de longitud siem=-
pre constante, que se denomina Pseudobanda H, en cuyo
centro hay una linea oscura y delgada, denominada banda
M, v que hoy dia se considera debida a un ligero abulta-
miento en el centro de cada filamento grueso (113), qui-
zds producido por un sistema de uniones entre los fila=-
mentos gruesos adyacentes que estabilizarian de esta for-
ma su estructura hexagonal (206).

Ambos filamentos, en la zona de contacto
se encuentran unides entre si (110) por un sistema de
puentes transversales (Fig. l), a intervalos bastante re-

gulares, que son los responsables de la continuidad estruc-
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tural y mecédnica a lo largo de toda la longitud de la

fibra muscular.

Los filamentos gruesos estan formados ca-

si exclusivamente por moléculas de miosina. La molécula
de mio§ina es una estructura alargada de unos 1500 %
de longitud y de 20 a 40 % de didmetro. Enzimaticamente
(con tripsina) dicha moclécula puede romperse en dos frag-
mentos llamados Meromiosina ligera (LHKM-ligth NMeromyosin)
y Meromiosina Pesada (Hlil-heavy Meromyosin), de 130-150.000
y 350.000 respectivamente de peso molecular (254). La me=-
romiosina ligera se encuentra casi toda ella en forma
alfa~helicoidal.

Por ulterior digestidn enzimatica, la me-
romiosina pesada se divide en fragmentos mds pequefios,
la HIiM-S-1I de 110.000 de PM (171), que tiene actividad
ATP-asica, hidrelizando el fosfato terminal del ATP y
produciendo ADP y fosfato inorgdnico, siendo esta reaccidn
estimulada por los iones de Ca++ e inhibida por los de
MQ++ (253,254). Esta porcidn seria también la que se

uniria a 1ls actina.



: Corte longitudinal de una miofibrilla perte-
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de pollo de

de un embridn

neciente a un miccito cardiaco
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de incubacidn.
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salmente, se observa una linea Z (Z), de la que parten fi-

lamentos de actina (A), que a cierta distancia se imbrin-

can con los de miosina (M), por medio de puentes de unidn.

(flechas). 120.000 X.
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Posteriormente por disociacidn de la HMM{
con urea y/o pH alto, se han encontrado pequefios frag-
mentos de 20.000 de Pm (61), pero cuyas propiedades fi=~
sicas aln no estdn claras.

La meromiosina ligera es la gque regula
la solubilidad de la miosina. Dichos componentes de la
miosina son variables seqgin el tipo de misculo y de ani-
mal (147,265).

Las moléculas de miosina, aisladas vy
observadas al microscopio electrdnico mediante la teéc-
nica del sombreads (221) aparecen como estructuras li=-
neales con una regidn globular en uno de sus extremos;

a su vez la meromiosina pesada consta de una cabeza glo-
bular y una corta cola y la meromiosins ligera de una
sola porcidn rectilinea, por lo gue queda claro que la
molécula de miosina es asimetrica, con una cabeza (Hmm)
y una cola (LMM).(esq.2)

Asi la cabeza de la miosina tiene las
propiedades enzimaticas y de unidn que antes se habian
atribuido a los puentes transversales.

Las moléculas de miosina se agregan pa-
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Esquema 2: representacidn esquematica de la estruc-

tura de la moldcula de miosina segdn SLAYTER y LOWEY (1967)

Esquema 3: representacidn de la disposicidn que adop-
tan las moléculas de miosina dentro del filamento.(segtn

HUXLEY. 1965).

ralelamente con sus cabezas mirandoc hacia el mismo sen-
tido a lo largo de la mitad del filamento y en sentido

contraria en la mitad opuesta. (Esg.3)
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LOWEY (143) considera que la molécula de
miosina estd formada por dos mitades, cada una de las
cuales posee una Meromiosina pesada, siendoc la de la
porcidn recta la subunidad HMM S-2 y la otra la HHM S-1
de 60.000 y 120.000 de Pm. La porcidn insoluble de la
porcidn recta corresponderia a la meromiosina ligera
de 150.000 de Pm. (238).

Los agregados de moléculas de miosina
dentro de los filamentos gruesos no son arbitrarios,
sino que tienen una simetria helicoidad en la porcidn
de los puentes transversales, como se ha observado con
difraccidén por R.X. (114), estando agrupados por pares,
cada uno de los cuales se encuentra rotado 1202 y a
1439 de distancia del anterior, lo que significa que
describen un helix cada 429 %. (esq.4)

En algunos animales invertebrados, en
los filamentos gruesos se encuentra otra proteina, la
paramiosina, que probablemente se localizaria en el
centro del filamenito (128,148).

Los filamentos finogs aparecen formados
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Esquema 4: Diagrama esque-~
matico del filamentoc de mio-

sina, mostrando las proyec-

0

42? A ciones de la meromiosina pe-
sada en forma de puentes de
unidn. Segun HUXLEY y BROUN.

/qéa (1967).

por una doble hélice de subunidades de G-actina, globula-

res, parecidas a los polimeros de F-actina, de 46.000 de

peso molecular (81,112) pero no exactos del todo (39).
Por microscopia electrdnica y difraccidn

por R.X. (l114), se ha visto que los filamentos finos es-

tan formados por mondmeros de actina de forma globular

de 55 % de diametro, formando una doble cadena helicoi-

dal a la derecha con 13 unidades en cada vuleta de la he-



23

TROPOMIOSINA

Esquema 5: modelo hipotético de filamento fino propues-

to por EBASHI y cols. (1969).

lice (81,112,113).(Esqg.5)

También forma parte del filamento fino otra
proteina, la tropomiosina, que al parecer se encuentra en
dos muescas que hay en la helice de actina (40). En la mio-
patia nemalinica se ha observado al microscopio electrdni-
co un exceso de produccidn de material de la linea Z (207)
y biocquimicamente se ha comprobado en esta casc un exce-
s0 casl exclusivamente de fropomiocsina (38).

Pericdicamente hay una molécula de otra pro-~
teina, la troponina, aproximadamente cada 400 %, que re-
cordemos que es la distancia que hay entre dos moléculas
de meromiosina HRM S-2 igualmente orientadas (114). La
existencia de tropomiocsina se ha demostraao por inmuno-

fluorescencia (181). La molécula de troponina, parece ser
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que no estaria unida a la de actina, sino solo indirec-
tamente a través de una unidn con la troponina (39).

La funcidén de la troponina seria la de
reqular las interacciones de la actina con la miosina,
por unidn con el calcioc a través de un grupo SH, que pro-
ducen unos cambios en la molécula de troponina, que de
algin modo se transmiten a 7 u 8 unidades de actina que
se encuentran bajo su control y este mediador quizds po-
dria ser la tropomiosina (143).

En el filamento fino e inclusc en el po-
limera de actina, las moléculas no estdn desorientadas,
sino que tienen todas ellas una polaridad direccional,
lo que se manifiesta evidentemente marcando las molécu-
las de actina con un marcador natural cual es la meromio-
sina pesada, con la que al unirse y observarlo con tin-
cidén negativa al microscopio electrdnico se forman los
tipicos "complejos en punta de flecha" en donde las fle-
chas apuntan siempre en la misma direccidn en toda la
longitud de un determinado filamento (168).(Esq.6)

Ya hemos dicho anteriormente que los fi-

lamentos finos se encuentran adosados a ambos lados de
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Esquema 6: dibujo esquemdtico que muestra la polari-
dad unidireccional de las moléculas de actina, al marcar-
las con meromiosina pesada y formar los tipicos complejos

"en punta de flecha". (modificado de HUXLEY. 1965).

la linea Z. llarcando ahora los filamentos finos adosados

a las lineas Z, también con meromiosina pesada, observa-

mos que las flechas adosadas a los filamentos apuntan siem-

pre en sentido opuesto hacia donde se encuentra la linea

Z, es decir que estd invertida a ambos lados de dicha 1i-

nea, por lo que las fuerzas se desarrollan en la misma di-

reccién, pero en sentidos contrarios, moviéndose asi los
filamentos de actina en sentido opuesto, hacia el centro
del sarcémero, con lo gue asi se realiza la contraccidn
acortdndose la sarcomera (113,168).

En cuanto a la composicidn de la linea Z,

adn no estd esclarecida totalmente; en ella se ha aisla-
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do la alfa-actinina (39,68,69,157) gue recientemente ha
sido demostrado por inmunoflucrescencia (145); también
es posible que la linea Z contenga tropomiosina (39,112),
lipidaos (62,261) y carbohidratos (59), lo que estaria de
acuerdo con un posible origen a partir de la membrana
sarcolémica (76,90).

Otras proteinas que se han aislado tamf

bién del misculo son la M-band protein & proteina de la

banda M, que estaria localizada en ella (37,144,162) vy

la Beta-actinina que ha sido aislada de preparados de fi-
lamentaos finos (161), y gue quizds se encontraria sdlo

en el material "in vivo", pues hasta el momento no se

ha conseguido reproducir en el laboratorio.
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CAMBI0S ESTRUCTURALES Y MECANISMC DE LA CONTRACCION MUSCULAR

En 1954, A.F.HUXLEY y NIEDERGERKE (1l07) e
independientemente H.E.HUXLEY y HANSON (115) observaran
que durante la contraccién y extensidn pasiva de una fi-
bra muscular, permanecian constantes la longitud de la
banda A y la distancia de la linea Z al borde de la ban-
da H, y en cambio aumentaban o disminuian respebtivamen—
te la longitud de la banda H y la de la banda I, lo que
les llevd a suponer que dichos cambios fueran debidos
probablemente a un desplazamiento de los filamentos, unos
entre los otros, cuyas longitudes permanecerian asi cons-

tantes. Asi pues, segin la teoria del mecanismo de des-

lizamiento de la contraccidn de H.E.HUXLEY, durante ésta

los filamentos finos opuestos de un sarcdmeroc se desli-
zan uno hacia el otro entre los filamentos gruesos de

la banda A, en sentidos distintos, debido a la polaridad
que ya hemos dicho antes que tienen las moléculas de ac-
tina. Este movimiento de deslizamiento, se cree que seria
el resultado de una secuencia repetida, en la que un puen-—

te transversal dado unido a un sitio especifico de la mo-
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lécula de actina (probablemente la troponina), empujaria
el filamento fino una corta distancia, se separarian, re-
trocederia, y se volveria a unir en otro sitio especifi-
co del filamento fino (143). Se cree que en cada puente
de unidn hay el sitio donde la molécula de miosina (HMM
S-1) se unird a la de actina, asi como una ATPasa capaz
de romper el ATP necesario como fuente de energia, la
denominada ATPasa miosinica. (28,106,114).

luchas teorias se han emitido sobre la natu-
raleza de las fuerzas fisicoquimicas que darian el em-
puje a los puentes de unidn, entre las que cabe destacar
la de ELLIOT y colaboradores (45,46) que sugieren un me-
canismo electrostdtico-hidrdulico que generaria una fuer-
za de repulsidn entre los filamentos.

El mecanismo seriado de la contraccidn se
admite hoy que podria ser el siguiente:

El sarcolema estéd polarizado electricamente
(su interior generalmente es una décima de vecltio nega-
tivo con respecto al exterior.(113); la llegada del im-

pulso desporaliza la membrana y de una forma u otra este
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impulso es transmitido al resto de la fibra, posiblemen-
te a través de los sistemas T y triadas y del Reticulo
Safcoplasmético (109,205,240). Este impulsc llegaria a
nivel de las vesiculas del Reticulo Sarcoplasmdtico don-
de se han encontrado iones calcic, magnesio, ATP y oxala-
tos (24,41,82,161), y posiblemente un factor relajante;

a este nivel se produciria una liberacidn de iones Ca++,
que difundirian por el sarcoplasma activando la defosfo-

rilacidn del ATP y formdndose asi uniones de actina y

miosina en forma de Actomiosina, verificdndose la contrac-

cidn. Inicialmente, DAVIES (28) crefia que el papel del
calcio era formar uniones de actina y de miosina, pero
hoy se ha visto que su funcidn es unirse al complejo tro-
ponina~tropomiosina.

La movilizacidn del calcio, en el mecanismo
de la contraccidn-relajacidn, ha sido demostrada autorra-
diograficamente por WINEGRAD (269,270); mostrando el mo-
vimiento de los iones de calcio de los sacos terminales
del Retficulo Sarcoplasmdtico hacia la zona que se despla-
za de la actina-miosina, durante la contraccidén y en di-

reccidn opuesta durante la relajacidn.
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Posteriormente habria una reincorporacidn
1L

activa de iones Ca’  en las cisternas terminales del Re-
ticulo Sarcoplasmdtico inactivando a la ATPasa miofibri-
lar y disocidndose asi la actomiosina, dando lugar a la
relajacidn. Se supone que la fuente de energia para este
transporte activo de los iones Ca++, hacia el interior
de las vesiculas terminales del Reticulo Sarcoplasmdti-
co, serfia por hidrdlisis del ATP, producida por una ATPasa
que se encontraria en el interior del Reticulo Sarcoplas-
matico (57). Al parecer es posible como mdximo el trans-
porte de 3 iones de calcioc por cada molécula de ATP hi-
drolizada aunque generalmente serfian solamente dos iones
de calcio por cada ATP los transportados.(263).

Ultimamente se ha descubierto la existencia
de un calcio-dependiente-~fosforilizado~intermedio que es-
tarf{a implicadoc en el cambio ADP-ATP (273).

La relajacidn na seria un mecanismo exclusi-
vamente pasivo sino que estaria dirigida por un denomina-

do factor de relajacidn. Ya en 1951 y 1952 MARSH (159) y

BENDALL (9) observaron que en algunas condiciones sspecia-

les las miofibrillas frescas no se contraian en presencia
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de ATP. Posteriormente se ha obsazrvado que este factor
reside en los fragmentos del Reticulo Sarcoplasmdtico
denominados microsomas o granma (116,195). En 1963
BRIGGS (16) describid la existencia de una sustancia de
naturaleza fosfolipidica con capacidad relajante.
En el misculo cardiaco los iocnes de cal-

. - * « # a
cio necesarios para su activacion deberian entrar a tra-
vés de la membrana, pues no hay liberacidn de iones cal-
cio en depdsitos intracelulares (117,178), aungue si
hay acUmulo de calcio y otros iones en las mitocondrias,
y asi podria ser que éstas ademds de suministrar la ener-

’ . ’ . .’
gia necesaria, podrian jugar un papel en la regulacion

de la contraccidn y relajacidn.



MATERIAL Y METODOS
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£l material inicial lo hemos obtenido de
huevos de pollo fecundados, de la raza Leghorn blanca
que habiamos incubado a 392 C de temperatura y 69% de
humedad constantss.

OBTENCION DEL MATERIAL "IN VIuQ"

Para el estudio del miocardio en los em-
briones, en los estadios iniciales hasta el 62 dia de
incubacidén hemos sequido el siquiente método.

Tomamos huevos periddicamente y los obser-
vamos a contraluz, distinguiéndose una zona opaca que
corresponde al polo embrionarioc. Este polo embrionario,
se mantiene siempre en la parcidn superior del huevao.

Se dibuja una cruz en uno de los polos axiales del
huevo, con una sierra de marqueteria, con el fin de dis-
minuir la resistencia de la cdscara; en el punto de cru-
ce se introduce una jeringa con la que se extraen uncs
18 c.c. de la clara, descomprimiéndose de esta forma la
presidn y disminuyendo el volumen en el interior de la

. . .« .
cdscara, para poder pasar a la siguiente operacion sin
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dafiar al embridn. Sequidamente, con la misma sierra, se
delimita una ventana de unos 2 - 3 cm. de lado en la zo-
na de la cdscara donde hemos localizado al embridn. Una
vez serrado este cuadrado, se quita la porcidn de cds-
cara con unas pinzas. A continuacidn, se separan también,
la porcidn correspondiente a las dos membranas testdceas
6 cascardgenas que estaban unidas a la cara interna de

la cédscara, apareciendo entonces el "drea vasculosa", in-
mediatamente por debajo, en la superficie de la yema.
Seguidamente, con unas pinzas y muy cuidadosamente se
incinden las dos membranas transldcidas (corion y amnios)
que recubren al embridn. Luego con una jeringa que con-
tenga liquido fijador, se inyecta éste en la cavidad
amnidtica por encima y por debajo del embridn, dejando
actuar el fijador durante unos 10 minutos, con el fin de
endurecer algo el material. Posteriormente, con unas ti-
jeras de microdiseccidn, se recorta siguiendo la zona
opaca que bordea al embridn y se extrae conjuntamente

con éste sumergidndolec directamente en la solucidn fi-

jadora si el tamafio no excede de 4 mm., 0 bien seccio-
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ndndolc previamente en bloques de 2 - 3 mm. si es mayor.
En los embriones de mayor edad (6-7 dias)
el método que hemos seguido es distinto, consistiendo
en romper cuidadosamente la cdscara con un material duro;
por ejemplo con el dorso de un bisturi & tijeras, y una
vez abierta asi la cdscara se extraes el embridn que co-
locamos en sclucidn de HANKS. Seguidamente, con un micros-
copio estereoscopico de diseccién, localizamos el cora-
z6n por seccidn previa de la pared tordcica y lo aisla-
mos con un bisturi o simplemente con hojas de afeitar.
El corazdn asi aislado, lo sumergimos en solucidn de
HANKS nueva, seccionando la porcidn inferior de los ven-
triculos cerca del vértice. Posteriormente, este frag-
mento asi obtenido, lo dividimos en bloques mas pequefios
de unos 0,5 mm. de lado, y lo sumergimos a continuacidn
en solucidn fijadora.
De la primera forma hemos obtenido embrio-
nes de pollo de 12 - , 12 y 15 estadios segin HAMILTCN vy

HAMBURGER (78) y de 3, 4 y 5 dias.

De la segunda forma hemos obtenido embrioc-
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nes de pollo de 6,7,8,9,10,11,12,13 y 14 dias.

También hemos estudiado corazén de pollo
recién nacido y de 3 dias que han sido obtenidos por sim-
ple diseccidn del corazdn y posterior fragmentacidn de
la porcidn del vértice cardiaco, siendo fijados a con-
tinuaciadn.

OBTENCION DEL MATERIAL "IN VITRO"

El método para consequir el embridn ha si-
do el mismo que el descrito anteriormente, salvo que el
material usado habia sido esterilizado previaments y una
vez obtenido no lo hemos sumergido en solucidn fijadora,
sino en solucidn de HANKS. Una vez obtenidos asi los
fragmentos de corazdn se hacen secciones de 0,5 mm. de
lado, que se explantan en el medio de cultiveo preparado
al efecto.

Los cultivos han sido realizados segtn la
técnica descrita por RAXIMOW, de gota pendiente en do-
ble cubreobjetos, con un cubreobjetos redondo, sobre la
excavacidn de un portacbjetos excavado, colocdndose por

encima del anterior cubreobjetos otro cuadrado, mayor,
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que es el que sellard adecuadamente la cdmara de cultivos.
La finalidad de usar este método es para facilitar la lim-
pieza del cultivo, el cambio del medio, y al mismo tiem-
po el utilizar muy pequefia cantidad de medio.

Cada uno de los fragmentos de corazdn obte-
nidos, los hemos colocado en uno de los cubrecbjetos re-
dondos en los que teniamos una pequefia cantidad (1 c.c.)
de plasma de pollo (Difco) diluido a 1/3 con solucidn de
HANKS. £l tejido lo colocamos en el centro de la gota de
plasma, donde gueda fijado por tensidn superficial. Des-
pués de orientar bien el explante, afiadimos una cantidad
igual a la de plasma, de extracto embrionario no desna-
turalizado por el calor (Difco) diluide a 1/3 con solu-
cidén de HANKS y con una minima dosis de antibidticos
(100 u. de penicilina G y 0,1 mg. de estreptomicina por

c.c.),y rapidamente, antes de que empiece a coagular los

mezclamos bien.

A continuacidn se fija el cubreobjetos re-
dondo mediante una gota de agua destilada estéril en el

centro, en la parte central del cubreobjetos cuadrado.
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Se coloca encima el portaobjetos excavado invertide, vy
se da la vuelta a todo el conjunto, solddndose el cubrechb-
jetos externo al portaobjetos con parafina fundida, que
al solidificarse nos cerrara la cdmara de cultivo.

Luego se coloca en la estufa a 372 C.

En nuestro caso hemos lavado el cultivo y
cambiado el medio cada tres dias, simplemente cortando
la capa de parafina, y sumergiendoc el cubreobjetos re~
dondo con el cultivo en solucidn de HANKS, afiadiendo
nuevo medioc y volviendo a cerrar otra vez la camara con
parafina.

Periddicamente uno de los cultivos lo hemos
sumergido en solucidn fijadora para su estudio.

Los cultivos los hemos controlado con un
microscopio de contraste de fase.

De esta forma hemos obtenido material de
explante de corazén de embridn de pollo de 7 dias a los
5,6,10,12,14,17,18 y 20 dias de cultivo y de corazdén de

embrién de pollo de 4 dfas a los 2,4,6,8,10,15 y 17 dias.
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FIJACION

Todo el material "in vitro" y la mayor parts
del material "in vivo" han sido fijados en dcido dsmico
segin DALTON (27) ajustado a pH de 7,4, durante 2-4 horas
a 42 C de temperatura.

Seguidamente hemos lavado el material en so-~
lucidn de HANKS y luego el material ha sido deshidratado
progresivamente en acetonas de concentracidn creciente
de 30%, 50, 70% (con acetato de uranilo al 1¥ y 4cido
fosfotunstico al 1%), 80%, 90%, 95% y dos pasos de ace-
tona pura anhidra durante 30 minutos en cada caso.

€1 material ha sido incluido en su totali-
dad en VESTCPAL W (de J.Jaeger), segin la pauta descri =
ta al final de este capitulo.

El material ha sido cortado en un ultrami-
crotomo LKB y en un Reichert OM 3, obteniendo cortes se-
mifinos de 1 u vy cortes finos plateados.

Los cortes finos han sido montados en redes

de cobre.

Los cortes semifinos han sido tefiidos con
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azul de metileno segin la técnica de RICHARDSON-JARETT
(222) FINKE descrita al final del capitulo.

Los cortes finos han.sido doblemente con-
trastados segin el método de VENABLE y COGESHALL (258)
en acetato de uranilo y citrato de plomo.

Los cortes semifinos han sido estudiados
en un microscopio 6ptico de luz transmitida.

Los cortes finos han sido estudiados con
un microscopio electrdnico Siemens, Elmiskop IA y con

un microscopio electrdnico Hitachi HU-12,

SOLUCIGCN DE HANKS

Es una solucidn salina con propiedades con-
. X s
servadoras. Es una solucidn salina con glucosa del tipo

Tyrode, pero con niveles de fosfato mas fisiologicos.

La composicidn es:

Cl Na 8,00 grs/1l.
Cl K g, 40

Cl,Ca 0,14
C1,Mg6H,0 -

50,Mg7H,0 0,20

PO Hila,12H,0 0,12

PO H K 0,06

CUBHNa 0,35

Glucosa 1,00
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Para hacerla es mejor partir de tres solucioc-
nes:
-50l. A- formada por 40 gr. de Cl Na, 2 gr. de Cl K,

0,7 gr. de C1,Ca, 1 gr. de SO,llg 7H

4 0, disuel-

2 2

tos en 250 cc. de agua bidestilada.

~50l1. B~ formada por 0,6 gr. de PDAHNaZlZHZO, 0,3 gr. de

PUAHZK, 5 gr. de glucosa, disuelto en 250 c.c.
de agua bidestilada.

-S0l. C- formada por 1,75 gr. de CUSHNa en 250 c.c. de
aqua bidestilada.

La solucidn de trabajo se forma de la siguiente manera:

solucidn A 25 c.c.
solucidn B 25 c.c.
solucidn cC 25 c.c.
agua destilada 425 c.c.
Rojo fenol al 1% 2 c.c.
Penicilina 50.000 u.i.

INCLUSION EN VESTOPAL U

Deshidratacidn:
acetona 30% 30 min.
acetona 50% 30 min.



acetona

acetona
acetona
acetona

acetona

Inclusidn:
- 3 p.
-1
-1

una n

tres

a caon

en las capsulas,

estufa a 602, com
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70% 30 min.(con acetato de ura-
; niloc y Ac.fosfotungst¢ico
80% 30 min.
90% 30 min.
95% 30 min.
100%(2 veces)30 min.(anhidra con ClZCa)*

acetona anhidra / 1 p. Vestopal 1 4+ 2 h.

" " /1 " 1 -2 h.

" " /3 " 1 -2 h.
oche en la nevera en: Vestopal 100 c.c.
iniciador lc.c.

activador 1l c.c.

acetona anh.25 c.c.

veces y 12 h. cada vez en la mezcla

Vestopal 100 c.c.
iniciador 1l c.c.
activador 1 c.c. a temperatura amb.

tinuacidn poner la misma mezcla anterior

introducir los bloques Y dejarlo en 1la

o minimo 48 h., para polimerizar.

ACIDO 0SHICO SEGUN DALTON

Para

su composicién partimos de una serie

de soluciones stocke.

- Spl stock de bu

ffer: compuesta porT dicromato potasico
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al 5% tamponado a pH 7,2-7,5 con una solucidn 2,5 Normal
de KOH.
- Sol. stock de sal: compuesta ds cloruro sddico al 3,4%
en agua,
- Sol. de tetrdxido de osmio al 2% en agua.

A partir de estas soluciones se formard el

fijador en la siguiente proporcidn:

- sol. de buffer lp.
- sol. de sal 1p.
- sol. de osmio 2p.

queddndonos de ssta forma una solucidn de tetrdxido de
osmio al 1% en total.

METODO DEL DOBLE CONTRASTE segin VENABLE y COGESHALL (258)

Primero se realiza el contraste con uma so-
lucidn de acetato de uranilo al 2% en agua.bidestilada.
Dicho paso lo haciamos colocanda una gota de la solucidn
en un portaobjetos parafinado, situando la red encima,
con el corte invertido durante unos 2 a 3 minutos.

A continuacidn se lava con agqua destilada.

Seguidamente se contrasta de nuevo con una
solucién de citrato de plomo, que se prepara como sigue:
se disuelven 0,01 - 0,04 gr., de citrato de plomo en 10 c.c.

de agua destilada en un tubo de centrifuga. Se afiaden
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0,1 c.c. de Na OH 10 N, y se cierra el tubo con un tapdn
de goma, agitando vigorosamente hasta que el citrato se
haya disuelto, operacidn que dura unos 5 minutos. Luego
es convenliente centrifugarlo para que los precipitadcs
y otras sustancias insolubles se depositan en el fondo
del tubo. Dicha solucidn debe aislarse del contacto con

el aire, pues precipita por el CO, atmosférico; por ello,

2
al contrastar es conveniente hacerlo en una superficie
parafinada que esté en un desecador conteniendo unpas
lentejas de Na OH, evitdndose asi la produccidn de pre-
cipitados de carbonatos. El tiempo de contraste con esta
solucidn es de 5 a 7 minutos.

A continuacidn las redes deben lavarse sufi-
cientemente, lo cual nosotros hemos hecho en 20 movimien=-
tos rdpidos de la red en tres recipientes sucesivos de
agua bidestilada, secando a continuacidn las redes, con

papel de filtrao.

TINCION CON AZUL DE METILENO PARA CORTES SEMIFINODS

Segin la técnica de RICHARDSOH, JARETT y FINKE (222).

« &
Se hace la siguiente solucion:

- Agua destilada 1060 c.c. 0‘9;,4”0
- tetraborato sddico 1 gr.
- Azur 11 1l gr.

Azul de metileno 1 gr.
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Los colorantes deben disclverse en este orden.
Sequidamente se agita y se deja madurar un dia, teniendo
la precaucidn de guardarle en un frasco oscuro y al abri-
go de la luz.

Para tefiir los cortes, una vez secos, y ad-
heridos al portacbjetos, se cubren con la solucidn colo-
rante y se colocan en una estufa o una platina, durante
l - 2 minutos, a 70-809C.

Se puede decolorar ligeramente con agua acé-

tica al 1%, & simplemente con alcohol de 702 & alcohol

clorhidrico al 3%.



RESULTADOS OBTENIDOS EN EL RMATERIAL EMBRIONARIO
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ESTADIOS 12 = , 12 v 15

Al microscopio éptico observamos la pared
del tubo cardiaco, que estd recubierta por su cara inter-
na por el endocardio, que adopta forma festoneada, posi-
blemente por un artefacto de retraccidn de la fijacidn.
(fig.2). E1 endocardioc estd formado por una capa delgada
de células fusiformes muy alargadas y aplanadas, con un
ndcleoc prominente de cromatina laxa y a veces con un nu-
cleolo; el citoplasma de dichas células es algo basdfilo
y en él aparecen algunos pequefios granulos tingibles, que
corresponden a las mitocondrias.

La capa celular que recubre al miocardio
por su superficie externa, es en este estadio muy pare-
cida al endocardio.

La capa celular media, corresponde al mioc-
cardio vy estd formada por dos filas de células netamente

diferenciables entre s{. Las células de la zona externa

de la pared son de contornos méds o menos redondeados,

con un ntclea, que es redondo Yy central, de cromatina

b ’O—-
laxa y conteniendo en la mayoria de los casos un nucle

lante y basofilo,

lo; el citoplasma es poco abunc
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niendo algunos corplsculos pequefios y oscuras, en ocasio-
nes con forma de bastoncillo, que son las mitocondrias y
las miofibrillas cortadas transversalmente. Entre si es~
tas células dejan unos pequefios espacios, que son mayores
en la zona de contacto can la capa mds interna de células.

Las células de la zona interna tienen unos
contornos celulares algo mds alargados; a veces son estre-
lladas con tres 6 més prolongaciones, que dejan entre si
unos pequefios espacion intercelulares. Su nicleo es ova-
lado, de cromatina laxa, de menor tamafio que el de las
células externas y con uno o mds nucleolos. El citoplas-
ma es mds abundante gue en las células externas y con ma-
yor cantidad de corpuUsculos oscuros que se encuentran di-
fusamente por todo su citoplasma.

Al microscopio electrdnico, soclamente va-
mos a describir la morfologia del miocardio, que es el
motivo de nuestro trabajo, no mencionando la ultraestruc-
tura de las otras capas celulares cardiacas.

Ultraestructuralmente las celulas de la
zona externa del miocardio ya no son tan diferenciables

de las de la zona interna, si bien su forma es algo dis-
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tinta y parecen que estén algo mds diferenciadas.

El sarcoplasma estd surcado irregularmen-
te por multitud de filamentos de didmetros y longitudes
variables. Los filamentos mds gruesos son rectos, y cree-
mos que corresponden a las filamentos de miosina; geneml-
mente estos filamentos se encuentran agrupados en haces
de cuatro 6 més, paralelos entre si, y con uno de sus
extremos en la vecindad de una masa redondeada a veces,
otras algo alargada, electrodensa, que creemos correspon-
de a un cuerpo Z gque posteriormente se transformard en
una linea Z; entre estos dos elementos parecen encontrar-
se unos filamentos méds finos. (Fig.4, 5, 6, 7 y 9). lu-
chas veces esta asociacidn entre haces de filamentos y
cuerpos Z, formando una miofibrilla inicial, se localiza
en 4dreas por debajo del sarcolema, pudiéndose encontrar

varios haces en una misma célula. Algunos filamentas grue-

anizados en ocasio-
sos se encuentran agrupados y desorgan s Y

nes aislados.

Extendidos difusamente por todo el sarco-

plasma se observan unaos filamentos mds delgados, en oca-=

ia i tdn for-
de diametros variables, que es

siones mds cortos,



49

mando un enrejado,. £stos filamentos creemos gque corres-—
ponden a algunos filamentos de actina y a los filamentos
Intermedios de ISHIKAWA, BISCHOFF y HOLTZER (119).

En muchas células, principalmente en las
mds internas y con mencr cantidad de miofilamentos, se
observa gran cantidad de reticulo endoplasmdtico rugoso.
(Fig.4, 5).

En el citoplasma se encuentran gran canti-
dad de ribosomas libres predominando por debajo del sar-
colema y en la vecindad de las zonas filamentosas, algu-
nos de ellos formando polirribosomas de disposicidn heli-
ceidal. (Fig.4, 5, 6).

En el citoplasma se encuentran extensas
zonas de depGsito de glucdgeno, asi como de lipidos que

i ig.4). Estos de-
generalmente soc encuentran asociadas. (Fig.4)

”’ 4
pdsitos de lipidos son maés abundantes en las celulas mas

diferenciadas.

£1 aparato de Golgi es prominente con gran

- -
i i ituzcidn perinuclear.
cantidad de cisternas, siempre de situ p

(Fig. 4, 6, 9).

Aparecen muchas mitocondrias, generalmente
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alargadas, a veces de formas irregqulares, y de matriz cla-
ra, distribuidas difusamente en el citoplasma.

En algunas células se observa muy clara-
mente el centriolo.

En algunos casos se encuentran en el cito-
plasma gran cantidad de vacuoclas de paredes lisas, peque-
fas, que creemos corresponde al reticulo sarcoplasmdtico.

En algunas pocas células se encuentran ya
algunas miofibrillas formadas por algunos filamentos grue-
sos y delgados, pero de amplitud de una decena o mencs de
filamentos gruesos, con cuerpos densos alargados y grue-
sos correspondientes a los cuerpbs Z; (Fig.4, 6) de longi-
tud estas miofibrillas pueden alcanzar 4 o 5 sarcdmeras,
que se pueden encontrar en numero de tres a cuatro en la
misma célula, sin estar orientadas paralelamente al eje
mayor citoplasmdtico. En estos casos es rarc observar re-
ticulo endoplasmdtico rugoso.

£l ndcleo es grande, ovalado caon escasa
cromatina y con un nucleolo, en el que a veces se distin-
guen las dos partes granulosa y filamentosa. (Fig. 5). En

algunas células hay gran cantidad de poros nucleares (Fig.8),
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gue en ocaslones estdn centrados por una particula elec-
trodensa correspcndiente a ARN-mensajero 6 ARN-ribosdmico.

Entre las células se distinguen espacios
intersticiales de tamafios variables, mds grandes a nivel
de la zona de contacto entre las dos filas celulares del
miocardio. En los puntos de contacto intercelulares se
pueden observar densificaciones de la membrana con una
separacidn constante, tipoc desmosoma, y otras zcnas sinuo-
sas de sarcolema densificado y de espacioc intersticial
constante, del tipo "fascia adherens". (Fig.3, 5, 7). En
algunas ocasiones en estas condensacidnes del sarcolema
convergen algunas haces de filamentos grussos.

También se observa una célula en mitosis,
en cuyo citoplasma se distinguen miofibrillas bien estruc-

turadas, desplazadas hacia la periferia.
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Fig. 2 : Estadfio 12 - ., Microscopio dptico.
Corte transversal del embridén que muestra la localiza-
cién del corazén.

l- tubo neural ; 2- notocorda ; 3- intestino anterior.
4 tubo cardiaco en cuyo interior se observa claramente

el endocardio (5). 160 X.
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Fig. 3 : Estadio 12 - . Zona de contacto entre los
sarcolemas de dos miocitos adyacentes, en la que se distin-
guen un desmosoma (D) y una "zdnula adherens" (za). En el
miocito inferior hay una miofibrilla (Mi) con una linea Z;

también se observan filamentos de miosina entrecruzados o

formando haces paralelos entre si{. Ndtense miltiples fila-
mentos Intermedios (FI) distribuidos al azar, cuyo didme-
tro estd comprendido entre el de los filamentos de actina

y de miosina. S7.780:08s
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Miocito con warias miofi-

Fig. 4 & Estadio 12 - .
brillas iniciales, algunas de ellas ramificadas, Obsérve-
se el abundante reticulo endoplasmdtico rugoso (RE) que

posee, asi como el prominente Aparato de Golgi (Go).
19,508 X

N- ndcleo ; Li- lipidos ;

0/,,(

B T T
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Fig. 5 : Estadie 12 - . Ndcleo de un miocito con
un nucléolo muy desarrollado (No). En el sarcoplasma se
distinguen abundantes ribosomas y filamentos de miosina
agrupados en haces paralelos (flechas), algunos de los
cuales convergen hacia una "zénula adherens" (za).

RE- Retfculo Endoplasmético Rugoso. 19.500 X.
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Fig. 6 : Estadfe 12 - . Miocito con dos miofibri-
llas iniciales, que poseen dos cuerpos Z (Z), en cuya ve-
cindad se hallan numerosos ribosomas, algunos de ellos for-
mando polisomas helicoidales (flecha).

Mi- mitocondria 3 Go- Aparato de Golgi . 66.000 X.




Fig. 7 : Estadfo 12 - . Miocito que muestra una
miofibrilla (mi) muy iniciel. En el sarcoplasma se obser-
van abundantes ribosomas y una extensa red de filamentos
delgados (fd). En el sarcolema se distingue una "zdnula
adherens" (za), por debajo de la cual aparece una malla
tupida de filamentos finos. La zona oscura central es un

artefacto. 21.508 X3
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Fig. 8 : Estadfio 12 . Miocito en un estadfo inicial
de diferenciacidn, que presenta numerosos filamentos de
miosina (M) dispersos desordenadamente por el sarcoplasma.
En el ndcleo (N) se evidencian mdltiples poros nucleares,
que en alguna ocasidn estdn centrados por una particula
electrodensa (flecha) presumiblemente de ARN-mensajero &

ARN- ribosdmico. G- glucégeno. 27.560 X,
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Fig. 9 : Estadio 15 . Miocito que ya presenta una

diferenciacién bastante marcada, con varias miofibrillas
(mi) bien estructuradas, y muchos polisomas helicoidales
(flecha). En el sarcoplasma se observan muchos filamentos
delgados formando una malla, y un Aparato de Golgi (Go)

prominente. 21.500 X,
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EMBRION DE 3 DIAS

En este estadio, en la zona correspondien-
te al ventriculo, observamos que estéd recubierto en su su-
perficie interna por una capa de células fusifaormes muy
alargadas y aplanadas correspondientes al endocardio.

En su superficie externa el miocardio esta
recubierto por una capa celular muy parecida a la endocar-
dica.

En el miocardio podemos distinguir tres zo-
nas dintintas. La zona externa de la pared estéd formada
por una o dos células de grosor; éstas son de contornos
citoplasmdticos mds § menos redondeados, con un nticleo
grande ovalado, generalmente con un solo nucleoclo. El ci-
toplasma es poco abundante, basdfilo y contiene algunos
corpUsculos pequefios, algunos de ellos alargados, que co-
rresponden a las mitocondriasy a las miofibrillas corta-

das transversalmente,

- ’ _
€En la zona media, las células son general
’
mente mis alargadas, a veces estrelladas con tres o mas
prolongaciones. En esta zona hay varias capas celulares,

. . . o aa
que dejan entre si ampliocs espacios intersticiales. E1l
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nicleo es redondeado con uno o mds nucleolos, y de menor
tamaffo que las células de la zona externa. E1 citoplasma
es abundante aobservdndose que en él se encuentran unos
cuerpos ascuros, a veces muy alargados ocupando gran par-
te de la longitud celular, y otras veces puntiformes or-
denados formando como cadenas; en el primer caso supone-
mos que corresponden a miofibrillas en formacidn y en el
segundo a las mitocondrias, y a miofibrillas cortadas
transversalmente a su eje.

En la zona interna aparecen unas digitacio-
nes procedentes de la zona media, de dos o mds células de
grosor, morfoldgicamente parecidas a las de la zona media
pero con citoplasma mas abundante y mds alargado, y con
mayor cantidad de corpisculos oscuros generalmente alar-
gados, que en algunos casos muestran unas estriaciones
claras transversalmente, que son miofibrillas de longitudes
variables entre 6 y 1C sarcdmeras. Estas digitaciones ce-
lulares estdn recubiertas por una capa de células de as-
pecto endotelial.

Observando dichc material al microscopio
electrdnico no son tan apreciables las diferencias entre

los distintos tipos celulares como al microscopio optico.
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Las células son de contornos mds o menos fu-
siformes desde la zona mds interna a la mds externa pro-
gresivamente.

Los nicleos son claros con poca cromatina
y a veces se observa un gran nucleoclo,

En el citoplasma se observan algunas mio-
fibrillas, algunas de grosor casi adulto con abundantes
filamentos, y en longitudes de 10 6 mds sarcdmeras, per-
fectamente ordenadas, con las bandas A e I bien estructu-
radas y visualizdndose en ocasiones la banda H. (Fig.l0,
11). En el resto del citoplasma también es posible obser-
var filamentos gruesos paralelos o entrecruzados en haces
y a Vecesven la vecindad de un cuerpo denso gue sera una
futura banda Z. En otras zonas se cbservan acumulos de
filamentos mds delgados entrecruzados como un reticulo,
de diémetros variables, algunos como el de los filamentos
de actina, y otros algoc mayores.

Hay grandes acdmulos de glucdgeno, y tam-
bién depdsitos de lipidos, que generalmente se encuentran
en relacidn, y en 4reas periféricas, encontrdndose en ma-

yor cantidad gue en el estadio precedente.
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El Aparato de Golgi es muy aparente con

abundantes cisternas y siempre en situacidn perinuclear.

| En alglin caso cerca del Aparato de Golgi
se observa una vacuola o cisterna redondeada con material
denso en su interior, que dencminamos “"grdnulo denso" se-
gdn MANASEK. (151). (Fig.lQ)

Difusamente distribuidos en el citoplasma
se encuentran gran cantidad de ribosomas libres, predomi-
nandoc en la vecindad de los filamentos, donde a veces se
encuentran formando polisomaé de estructura helicoidal, vy
también en forma de rosetas.

Esparcidos en el citoplasma se encuentran
algunas pequefias vacuoclas con una membrana simple, redon-
deadas que creemos corresponde al reticulec endoplasmdtico,
que se sitdan preferentemente por debajo del sarcolema vy
alrededor de las miofibrillas, con cierta constancia a
nivel de la linea Z.(Fig.ll, 12).En ninguna célula con fi-
lamentos hemos observado restos de reticulo endoplasmdti-

CO TruUgosa.

d
£n alguna célula se encuentra el centriolo

en zonas alrededor del nicleo.
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Hay abundantes mitocondrias, algunas de ellas
muy alargadas y otras de formas irregulares.

En las zonas de contacto entre las células
se observan desmosomas y también uniones del tipo de "fas-
cia adherens”". En algunas ocasiones en estas condensacio-
nes de la membrana parecen confluir los miofilamentos, en
ambas células vecinas. En el caso de que los filamentos
canfluentes corresponden a una miofibrilla adulta, las
dos miofibrillas de ambas células adoptan una orientacidn
siguiendo una misma direccidn. (Fig. 11)

Si las miofibrillas estdn cortadas trans-
versalmente observamos un punteado gruesoc en forma hexa-
gonal, con uno de estos puntos en situacidn central, vy
entre ellos aparecen unos puntos mds finos que se sitdan
en el espacio triangular entre cada tres puntos gruesos,
adoptando de esta manera también una disposicidn hexago-
nal centrada por cada filamento grueso.

En una célula hemos visto una estructura
del tipo "annulate lamellae", correspondiente a una serie
paralela de varias vesiculas contiguas de reticulo endo-

plasmatico.
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Fig. 10 : Embridn de 3 dias

« Miocito con una miofi-
brilla inicial y filamentos de miosina (m) entrecruzados
y agrupados en haces. Se distingue un grénulo denso (fle-
cha) en la vecindad del ndcleo (N).

30.000 X.

Go- Aparato de Golgi
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RPN

S
WDy g s
e B\ A R

Fig. 11 : Embrién de 3 dias. Miocitos con varias
miofibrillas formadas por muchas sarcdémeras. En la perife-
ria celular las miofibrillas parecen continuarse entre
las células vecinas a través de los sarcolemas. Observése
en los sarcoplasmas una gran cantidad de vesiculas de re-
ticulo sarcoplasmético (flecha) especialmente por debajo
del sarcolema y en la periferia de las miofibrillas.

N- ndcleo. 10.500 X.
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Fig. 12 : Embridén de 3 dias. Fragmento de la figu-

ra anterior a mayor aumento, en el que se observan perfec-
tamente la localizacidn del reticulo sarcoplasmatico en

la periferia de las miofibrillas y con cierta reqularidad
a nivel de la linea Z (flechas). En el centro de cada sar-
cdmera se visualizan unas zonas més claras, correspondien-

tes a las bandas H (H). 46 .750 X.
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