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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS
CELULAS MESODERMICAS PRECARDIACAS, DE
EMBRION DE POLLO, CULTIVADAS EN
MONOCAPA
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INTRODUCCION

Es conocido el importante papel que la superficie celular juega en los procesos mor-
fogenéticos 25713, Las distintas proyecciones de superficie relacionan a las células en-
tre si 15 asi como con su sustrato 3137,

El microscopio electrénico de barrido proporciona una informacion rapida y deta-
llada sobre la arquitectura superficial, siendo de particular interés cuando se trata de
comprender los complejos movimientos celulares y los cambios de forma que ocurren

en el transcurso del desarrollo de los tejidos '%.
Son numerosos los trabajos sobre estudios morfologicos de células mesodérmicas

embrionarias, tanto «in vitro» como «in vivo» 672122314 Sin embargo, son muy es-
casos los estudios referentes a estadios precoces del desarrollo, particularmente en lo
que se refiere al comportamiento y morfologia de células mesodérmicas precardiacas,
cultivadas «in vitro». Las técnicas de cultivos celulares tienen un gran interés, aplica-
das al estudio de estos procesos, ya que es de esperar que las propiedades de las células
«in vitro» estén en correspondencia con las propiedades de estas mismas células «in
vivow.

El propésito de este trabajo es realizar un estudio mediante microscopia electrénica
de barrido de las células mesodérmicas precardiacas en cultivo, con el fin de analizar
su conducta adhesiva, de extension y locomocion «in vitro».

MATERIAL Y METODOS

Se realizan cultivos en monocapa de células mesodérmicas correspondientes a las
4reas cardiogénicas de embrién de pollo de estadio 5 '°. Con este proposito, se recogen
los fragmentos correspondientes *® y se someten a la accion encimatica de la Colage-
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nasa (0,03% en solucion Tirode a 37°C, 70-80 minutos)''. A continuacion se separa
el mesodermo con la ayuda de una microaguja bajo lupa estercoscopica. Los segmen-
tos obtenidos se lavan con una mezcla de suero fetal bovino. inactivado por calor y
Tirode, para inactivar el enzima. Posteriormente se disocian las células por pipeteado
suave.

Las células asi aisladas se cultivan sobre soportes de pldstico, en tubos Leigton con
1 ml de medio de Eagle, al cual se le adiciona un 10% de suero fetal bovino. inactiva-
do por calor, 60% de TC Glutatamina al 5% 100 Ul/ml de penicilina v 100 ugr/ ml de
estreptomicina. El tiempo de cultivo fue de 24 horas a 37°C. ' }

Los cultivos obtenidos se fijan en glutaraldehido al 1% en tampon Sorensen (0.1 M
y pH 7,4) a 37° C durante | hora. La postfijacion se realizaen 0 0 4, al 1% con ¢l mis-
mo tampdn durante | hora y a temperatura ambiente. Las muestras se deshidratan
mediante series sucesivas de etanol; se pasan a isoamiloacetato y se desecan por el mé-
todo del punto critico en un desecador CPD 0,10 (BALCERS), recubriéndolas a conti-
nuacion con una capa de oro-palacdio para ser examinadas al microscopio clectroni-
co de barrido JEOL 35 C a 20 Kv.

RESULTADOS

Las células mesodérmicas de las dreas cardiogénicas, cultivadas en monocapa du-
rante 24 horas, muestran al microscopio electrénico de barrido la presencia de dos
grupos celulares bien diferenciados y con formas muy variadas.

Un primer grupo muestra células de forma esférica y de superficie protrusiva debido
a la abundancia de proyecciones globulares o blebs. (Fig 1). Representa el 60% de las
células mesodérmicas observadas. Las dimensiones medias de estas células oscilan en-
tre las 8-10 um de didmetro mayor y 7-9 um de longitud. Su anchura es menor de 2
um.

) Log filopodios que aparecen tanto en el borde celular como en el borde de los lame-

lipodios son mucho mads escasos, observandose solamente en el 20% de las células y
con un promedio de 1,5 por célula. Son prolongaciones cortas, con una longitud de
1-2 um como maximo.

Un segundo grupo, que representa el 40% de las células observadas, muestra células
de morfologia superficial lisa, con escasas protrusiones en su superficie. Son células
a-planadas'y_ elongadas en un sentido o en varias direcciones por los distintos procesos
citoplasméticos que presentan, algunos de los cuales son muy manifiestos. (Fig. 2 y 3).
fusE)fentro de este segundo grupo, se har} observado células, con formas difc_rcnlcs. bien

tformes o blpo!ares, con lamelipodios en sus extremos contactando directamente
con el sustrato, (Fig. 2) bien estrelladas o multipolares, cuyos procesos citoplasmaticos
se localizan en toda la periferia celular. (Fig. 3). |

E1_90% de’: las células muestran lamelipodios, con una media de 2,5 por célula. Su
longitud est4 comprendida entre 1 y 3 um. El borde externo de estas proyecciones pre-
senta numerosas ramificaciones, semejantes a pequefios filopodios, que las unen al
sustrato. Sin embargo, es de destacar que un 40% de las células, bipolares principal-
mente, muestran lamelipodios con forma de «abanico» de bordes lisos y sin ramifica-
ciones. En estos casos la anchura de los lamelipodios supera las 4 um.

Los filopodios, sin embargo, son escasos en este grupo de células mesodérmicas. So-
lamente se observan en el 20% de las células y no alcanzan mas de 2 um de longitud.

En algunas zonas de los cultivos se observa también la presencia de agregados for-
mados por la adhesion y multiplicacién de las células previamente disociadas (Fig. 4).
Estos agregados presentan un tamafo medio de 300-500 um de diametro mayor, sien-
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do su forma esférica o ligeramente ovalada y sus bordes irregulares. Las células meso-
dérmicas que forman parte de estos agregados presentan escasas prolongaciones de su-
perficie. Unicamente se aprecian blebs en algunos grupos celulares.

DISCUSION

El mesodermo precardiaco reducido a una poblacién de células aisladas y cultiva-
das en monocapa muestra, en nuestras condiciones experimentales, la presencia a ni-
vel morfolégico de dos subpoblaciones celulares: una de células con forma esférica y
superficie irregular, de 8—10 um de didmetro aproximadamente, que representa el 60%
de las células y otra de células aplanadas que representa el 40% restante. Estos dos ti-
pos celulares son descritos también por otros autores **!¢, en cultivos de células car-
diacas en agregacion y en estadios mas avanzados.

La morfogénesis cardiaca, en el embrién de pollo, comienza con una emigracion de
las células, correspondientes a las dreas precardiacas, que sucede durante un breve in-
tervalo de tiempo. Estos movimientos morfogenéticos comienzan en el estadio 6 y su
duracion es de aproximadamente 6-7 horas. Durante este proceso las células migrato-
rias se alargan, presentando el eje longitudinal paralelo a la direccion del movimien-
to 4,

Teniendo en cuenta estos hechos, las células aplanadas, presentes en nuestros culti-
vos, podrian interpretarse como células precardiacas en migracion, dada la correspon-
dencia de su forma, tipicamente migratorias, y dado que la migracién comenzaria
poco tiempo después de iniciado el cultivo de estas células, puesto que partimos del
estadio 5. Ello estaria en concordancia con los estudios realizados sobre el mesodermo
precardiaco «in vivo» 4. El movimiento de las células precardiacas durante el estadio
5, se podria describir como «cadtico» °; posteriormente, a partir del estadio 6, este
movimiento se hace direccional* y las células son principalmente bipolares para
adaptarse a este tipo de movimiento. En nuestros resultados, la mayoria de las células
aplanadas y, por tanto, presuntamente migratorias, son células bipolares.

Por otra parte, es ampliamente aceptado que la conducta de las células embriona-
rias en cultivo, es reflejo de su comportamiento «in vivo» '3.

Sin embargo, la mayor parte de los autores que estudian la morfologia de las células
cardiacas en cultivo 21816 sugieren que las células aplanadas son generalmente de ca-
racter no muscular, si bien, hay que tener en cuenta que estos autores trabajan con cé-
lulas embrionarias de avanzada edad. Por ello, nos inclinamos a pensar que, en nues-
tro caso, esta poblacion celular represente principalmente células precardiacas en mi-
gracion, ya que las células utilizadas en nuestros cultivos proceden de un estadio pre-
vio a la migracion y la mayoria de las células de esta subpoblacion presenta morfolo-
gia bipolar. No descartamos, sin embargo, la posibilidad de que parte de estas células
aplanadas sean también de naturaleza no muscular.

Las células esféricas, que representan el 60% en nuestros cultivos, pueden conside-
rarse en general como células musculares cardiacas. Mediante cultivos en rotacion de
células cardiacas de embrién de pollo de 7 dias 2%, obtienen dos poblaciones celulares
diferentes; una de células esféricas, dispuestas en el centro del agregado, que clasifican
como miocitos cardiacos y otra, de células extremadamente aplanadas que se dispo-
nen en la periferia del agregado y son de naturaleza no muscular. Las células esféricas
se consideran principalmente de naturaleza cardiaca por su contenido en miofibrillas,
asi como por otras caracteristicas ultraestructurales >3,

Por otra parte, las células esféricas observadas en el presente trabajo presentan las
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mismas dimensiones y caracteristicas de superficie, que las descritas por los autores
anteriormente citados. Asimismo, el alto porcentaje de células esféricas observadas
reafirma la idea de que se trate de células musculares cardiacas, ya que su procedencia
se limito a las dreas cardiogénicas.

Estos hechos sugieren que las células esféricas representan principalmente miocitos
cardiacos, mientras que las células aplanadas podrian representar, bien células precar-
diacas en periodo de migracion, bien células de naturaleza no muscular.

RESUMEN

Se realiza un estudio, mediante microscopia electrénica de barrido, de las caracte-
risticas morfologicas mas importantes que presentan las células cardiogénicas de em-
brion de pollo de estadio 5.

Nuestros resultados demuestran la presencia de dos grupos celulares claramente di-
ferenciados. En cada uno de ellos se estudia el aspecto de la superficie celular, asi
como las proyecciones mds caracteristicas que muestran las células. Los resultados
son interpretados en relacién con el proceso migratorio que sufren las células precar-
diacas y con los diferentes tipos celulares implicados en la cardiogénesis.

MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF CHICK

EMBRYO PRECARDIAC MESODERMIC CELLS
CULTURED IN MONOLAYER

SUMMARY

A study is made, by means of scanning electron microscopy, of the most important
morphological characteristics that cardiogenic cells of stage 5 chick embryo show.

Our results demonstrate the presence of two cellular groups clearly differentiated.
The appearance of the cellular surface as well as the most characteristic projections
shown. by the cells are studied in both. The results are interpreted in connection with

the migratory process suffered by the precardiac cells and with different cellular types
nvolved in cardiogenesis,
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Fig. 2.- Célula aplanada bipolar con lamelipodios en sus extremos. 4.500 X
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Fig. 4.— Agregado de células mesodérmicas precardiacas observado en estos cultivos. 700 X
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