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INTRODUCCION

Las técnicas de cultivos celulares han sido ampliamente utilizadas para investigar
el comportamiento sobre el sustrato v las caracteristicas morfolégicas de las células
embrionarias. Dichas técnicas son de especial interés, ya que se puede decir que las
propicdades de las células «in vitro» estan en correspondencia con las propiedades de
estas mismas células «in vivos!s v su capacidad de movimiento y expansién en
cultivo es de esperar que refleje su comportamiento de extensién y adhesion «in
situ»'® v por ende en los movimientos morfogenéticos®.

Las células neuroepiteliales del embrién de pollo, destinadas a invaginarse
durante la neurulacion, poseen pocas microvellosidades pero abundantes proyec-
ciones globulares («blebs») v vesiculas. Dichas células también presentan largos
puentes citoplasmaticos cuvo nimero desciende a medida que avanzan los estadios®.
En el estadio 8 (segiin HAMBURGER y HAMILTON)!? las células de la placa neural,
observadas al microscopio electrénico de barrido, presentan pequeiias microvellosi-
dades que forman un anillo alrededor del borde de la célula, observandose también
provecciones globulares en la superficie de la misma, mds numerosas en la regién de
la placa neural que en el epiblasto lateral®.

Las ¢élulas embrionarias cuando son disociadas y cultivadas adquieren mavilidad
v pueden formar reagregados?®, observindose un cambio en sus atributos morfols-

gicos del primer al segundo caso que permiten conocer el comportamiento de estas
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células «in vitro» tanto individual como socialmente, y asi correlacionarlo con su
conducta «in vivo». En este sentido, el microscopio electrénico de barrido
proporciona una imagen tridimensional y de gran resolucién que permite la
observacion de las proyecciones celulares para su estudio y cuantificacion, y
referirlo a la conducta adhesiva, de extensién y locomocién de las células aisladas \
reagregadas. En relacién con ello existe un gran nimero de trabajos sobre células
mesodérmicas embrionarias, tanto «in vitro» como «in vivo»?, 84,2021 ‘asi como
sobre células ectodérmicas de anfibios?#, 25, 13, 16,

El objeto de este trabajo es hacer un estudio, aplicando el microscopio
electrénico de barrido, de las células neuroectodérmicas de embrion de pollo en
cultivo, analizando el comportamiento adhesivo de extension y locomocion de las

células aisladas y en reagregados.

MATERIAL Y METODOS

Utilizamos blastodiscos de embrién de pollo del estadio 8 obtenidos de huevos
fértiles de gallina (raza Hubbard), incubados a 37,52 C'y 80 % de humedad. Una vez
recogidos los embriones se llevaron a una solucién de Tyrode libre de iones
Ca™ y Mg™17. Se recortaron las dreas neurales presuntivas, evitando la recogida del
epiblasto asi como de las células de la cresta neural, y se introdujeron en «salieres»
de vidrio con una solucién estéril de tripsina (Difco 1:250) (2% de tripsina y 0.3 %
de carboximetilcelulosa en solucién buffer de Tyrode libre de iones Ca™ y Mg™)
donde se incubaron 15 minutos a 37,59 C. Posteriormente los fragmentos seleccio-
nados se sometieron a varios lavados en solucién de Moscona estéril. A conti-
nuacién recogimos el neuroectodermo de dichas areas, separandolo del mesodermo
mediante pipeteado, y se traté durante 15 minutos a 37,52 C con una solucién estéril
de tripsina (0,5% de tripsina y 0,3 % de carboximetilcelulosa en solucion buffer de
Tyrode libre de iones Ca™ y Mg™). Posteriormente los fragmentos de neuroecto-
dermo se lavaron repetidas veces en solucién de Tyrode y se pipetearon hasta la
dissciacién total, realizandose una comprobacién asi como contaje celular en una

camara Burker.
Los cultivos celulares se realizaron sobre cubres de plastico THERMANOX en

tubos Leighton con 1 ml de medio Eagle modificado (TC minimal medium Eagle,
10% de suero fetal bovino, 6% de TC glutamina, 100 U.L./ml de penicilina,
100 pgr/ml de estreptomicina) a una concentracion final de 10° células/ml, durante
24 horas.

Los cultivos asi obtenidos se fijaron con glutaraldehido al 1% en tampén
Sorensen (0,1 M y pH 7,4) a 37,5° C (con el fin de evitar un brusco cambio de
temperatura) durante 1 hora, y se postfijaron con tetréxido de osmio (1 %) durante
el mismo tiempo a temperatura ambiente. Se deshidrataron en grados sucesivos de
etanol y se transfirieron a isoamilacetato, desecandolos por el método del punto
critico en un desecador CPD 010 (Balzers). Los cultivos montados sobre porta-
muestras de microscopia electrénica de barrido, se recubrieron con una capa de
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oro-paladio v se examinaron en un microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL
35C a 20 kV.

Se realizaron cuatro cultivos v cada uno de ellos es dividido en tres partes iguales
para su observacion al SEM. En cada fragmento se examinaron de 20 a 60 células de
todas las dreas del sustrato, siguiendo las indicaciones de LEBLANC y BRICK'®, en cada
una de las cuales se analizan, cuantitativa y cualitativamente, su morfologia, asi

como las provecciones celulares.

RESULTADOS

Los cultivos de células neuroectodérmicas observados al microscopio ellectr(')nico
de barrido (SEM) presentan dos poblaciones de células bien dife.r?r1t'|adas: una
(poblacién 1) representada por células de aspecto rugoso, con manifiestas prolon-
gaciones celulares, abundantes proyecciones globulares («blebs») y que representa el
51% de las células neuroectodérmicas (fig. 1). La otra poblacién (.II) {_eslé formada
por células de morfologia superﬁ(_‘ia[ lisa, sin apenas esPecia|123010:1es en su
superficie, y representan el 4+1% de las células muestreadas (fig. 2). En arflbos €asos
las células aparecen con una forma esferoide, menos pronunciada en las células de la
poblacion I, las cuales presentan unas dimensiones medias de 11,68 p (£1.4 p) de
didmetro mayor v 8,87 u (£1,0 p) de diagmetro menor, mientras que en‘la pobla-
cion 11 t’StaS‘dill'l-Pnsi()nes eran 10,31 p (£1.1 w) y 8,37 p (£0,9 p) respeclwamen@.

En la poblacion I (fig. 3) el 40 % de las células presentan filopodios. un pprovmedlo
de 2,75 por célula. De ellos el 40 % miden menos de 1 u de longitud, el 25.5% de 1
a3y el 34,5% mas de 3 . En la poblacién Il el 20% de las células:. presentan
filopodios, con un promedio de 2,25 por célula, de los cuales el 62,2% r_mden menos
de 1 p de longitud, el 35,6% de 1a 3 u y el 2.2% mis de 3 p (fig. 6).

En ambas poblaciones se observan pseudépodos en el 10% de las t’:elulas (fig. .4).
La longitud media es, generalmente, superior a 3uyla anch’ura esta comprend.u’ia
entre 2y 4 u. La presencia de un solo pseudépodo en cada célula es la observacién
mds frecuente.

En cuanto a los lamelipodios, presentes solamente en el borde Celular,.esté.n en el
56,2 % de las células de la poblacién 1, en las cuales se observa 1,5 lamelipodios por
célula. En el 71,5% de ellos la longitud estd comprendida entre L'y 3 uy en el resto
es de menos de 1 p. La mitad de los lamelipodios presenta una anchura menor de
2 u, y la otra mitad se distribuye entre 2 y 4 p y mas de 4 u de ancho. E“ la pobla-
cion I1, el 62,06% de las células presentan lamelipodios, con una media de 1,5 por
célula. Los lamelipodios de 1 a 3 i de longitud son el 56 %, y el 44 % refsfanle son de
menos de 1 u de largo. La anchura de los lamelipodios en esta poblacién es de 2 a
4 wen el 51,8% de los mismos. El porcentaje restante se reparte entre longitudes de
menos de 2 u (22,2%) y de mas de 4 p (26%) (figs. 5. ¥ {0)- .

La adhesién y multiplicacién de las células dio lugar a la formacién, en las
zonas centrales de los cubres, a un promedio de 5,3 reagregados de forma irregu]ar. en
cada cultivo (fig. 8), originados a partir de las células neuroectodérmicas anterior-
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Figura 1.—Célula con abundantes proyecciones globulares (b) y filopodios (f) perteneciente a la poblacién
celular 1. 5.000 X.

Figura 2.

__Célula de morfologia superficial |isa (Poblacién I1) que presenta un grueso pseudépodﬂ (p).
000 X.
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Figura 3. —Histograma en el que se presentan las proporciones de filopodios y lamelipodios en las células
de ambas poblaciones (P 1y P 11). SF: Porcentaje de células sin filopodios. CF: Porcentaje de células con
filopodios. SL: Porcentaje de eélulas sin lamelipodios. CL: Porcentaje de células con lamelipodios. En las
columnas CF v CL se indica el porcentaje de longitud y/o anchura de los filopodios v lamelipodios.
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Figura 4.—Célula con un gran pseuddpodo (p). 7.000 X.

Figura 5.—Célula con abundante actividad protrusiva en su superficie. Se observa un filopodio ramihicado
(Mecha), asi como un lamelipodio (1). 6.000 X.

Figura 6.—Célula de la poblacién Il que presenta ademds de un pseuddépodo (p) finos y cortos f'il'upudl'u-‘*
(flechas). 6.000 X,

Figura 7.—Célula pertencciente a la poblacion celular | con abundantes filopodios (flechas) v oun
lamelipodio (1). 6.000 X.
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Vista general de un reagregado de células neuroectodérmicas. 800 X.

Figura 8.

— 33 —



3 i ="
‘,-“‘" 1\, . 1 = o - r
e B ¢ -

i
=

T -
. . <

Figura 9.—Detalle de la superficie de un agregado de células neuroectodérmicas. Nétense los bordes
celulares (flechas) que limitan superficies celulares sin ninguna protrusion. 1500 X.

Figura 10,—Superficie de un agregado de células neuroectodérmicas en el que se aprecian abundantes
«blebs» en la superficie celular (flechas). 6.300 X.
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mente desceritas. Dichos reagregados presentan una forma irregular y sus dimen-
siones oscilan entre las 100 v las 700 g, Las células neuroectodérmicas, en estos
reagregados tridimensionales, pierden las caracteristicas anteriormente citadas, tales
como filopodios, lamelipodios. ete.. v solamente en algunas zonas de los reagregados
se aprecian grupos celulares con abundantes proyecciones globulares en su superficie
(fig. 10). Las células pierden su aspecto esférico v, en las superficies lisas de los
reagregados (fig. 9) se aprecian los limites celulares.

DISCUSION

El cultivo de las células neuroectodérmicas de embrién de pollo nos permite
analizar su comportamiento adhesivo, de expansion, fijacién al sustrato y de
reagregacion, v ovalorarlo mediante el SEM. De esta forma se pueden analizar y
cuantificar las distintas especializaciones de la membrana celular de acuerdo con el
papel propuesto para éstas en la adhesion v extensién’ y motilidad'!, ®, ya que las
células solamente pueden adherirse, extenderse y moverse, utilizando «in vitro» un
apropiado sistema de especializaciones, que pueden reflejar el comportamiento
adhesivo v de extension «in vivo»'e.

Las células estudiadas presentan en cultivo bidimensional dos poblaciones bien
diferenciadas: células con morfologia practicamente esférica sin proyecciones
celulares, v células con abundantes proyecciones globulares en su superficie, de
forma semejante a las va descritas por STANISSTREET y JUMAH® en cultivos celulares
de ectodermo de anfibios. «In vivo» las células de la placa neural presentan
abundantes provecciones en comparacién con las del epiblasto?.

La presencia de pseudépodos en ambas poblaciones celulares concuerda con las
observaciones de JOHNSON!* y STANISSTREET y SMITH? sobre este mismo tipo de
células «in vitro». Estas mismas provecciones celulares se han observado también en
células migratorias «in vivo», en las cuales se ha comprobado el papel de los
pseuddpodos en la migracién celular'®. El escaso nimero de pseudépodos, asi como la
baja proporcion de células que los presentan, hace suponer un pobre papel para esta
estructura en la motilidad de las células neuroectodérmicas.

La presencia de filopodios en ambas poblaciones celulares no debe de ser
atribuida, en este caso, a la formacién de los mismos en el medio de disociacién como
una respuesta celular al mismo, tal v como sefalan algunos autores para células
ectodérmicas de anfibios, ya que estas proyecciones celulares permanecen a las 24
horas de cultivo. Los filopodios, observados también en células migratorias
mesodérmicas, pueden representar un mecanismo de invaginacién de estas células en
el proceso morfogenético de la regién neural!®.

Aunque no esta excesivamente claro el papel que juegan los filopodios en la
adhesion y extension celular, ALBRECHT-BUEHLER? ha presentado la evidencia de que
estas estructuras pueden cumplir una funcion «exploradora» del sustrato. Por su
parte, TRINKAUS y ERICKSON? admiten un posible papel en la locomocién celular,
usando la adhesion de los filopodios como anclaje para estabilizar el avance del borde
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relativa respecto a otras, debido a los efectos de la inhibicién por contacto de la
locomocién. Dado que no se ha observado que estas células utilicen las superficies
celulares como sustrato para la locomocién, el mecanismo por el cual se produce esta
superposicion de células, que conduce al reagregado, podria ser un mecanismo de
«underlapping» entre las células individuales?!, que se ve acompafiado del cese de la
actividad protrusiva de las células, tal y como sefiala ABERCROMBIE!. Asi, se observa
cémo el contacto celular, en la mavoria de los casos, provoca un cese en la actividad
protrusiva de la célula, en concordancia con lo hallado por otros autores para células
epiteliales, que sugieren para este fenémeno una importante fuerza de guia para los
movimientos celulares morfogenéticos!, ¢, 2%

RESUMEN

En el presente trabajo se estudia mediante la microscopia electrénica de barrido
las caracteristicas morfolégicas mas importantes de las células neuroectodérmicas de
embrion de pollo en cultivo. Nuestros resultados demuestran la presencia de dos
poblaciones celulares bien diferenciadas: una poblacién (P I) con una alta actividad
protrusiva en su superficie y otra (P 1I) con un aspecto celular practicamente liso.
En ambos tipos celulares se estudian la proporcién de células que presentan
filopodios, lamelipodios v pseuddpodos, valorindose morfométricamente estas
proyecciones. Los resultados se discuten en virtud del papel propuesto para dichas
proyecciones en la adhesion v locomocion celular en cultivo, comparéndolo con las
propiedades de estas células «in ovon.

A STUDY OF CHICK EMBRYO NEUROECTODERM CELLS
IN MONOLAYER CULTURE: MORPHOLOGICAL
CHARACTERISTICS AND FIXATION ON SUBSTRATE

SUMMARY

In this work the more important morphologic features of chick embryo
neuroectoderm cells in culture have been analysed by scanning electron MIcroscopy.
Our results show two cellular populations well differentiated: the P | population,
which has a high protrusive activity on cellular surface, and the P 11 one formed by
practically featureless cells. In both populations the cellular proportion with
filopodia, lamellipodia and pseudopodia is studied and the morphometric analysis of
these projections are realised. The results are discussed in view of role proposed for
these projections in cellular adhesion and locomotion in culture comparing with the
properties of these cells «in ovos.
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