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ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS Y ESTRUCTURALES DE
AGREGADOS DE CELULAS ENDODERMICAS EN
EMBRION DE POLLO

Por C. Garcia(l)
M. Arias (1)
J M Villar (1)

INTRODUCCION

Las distintas propiedades de las c¢élulas endodérmicas aisladas, han sido estudiadas
en varias especies por distintos investigadores 23 15, observando que el comportamien-
to de extension y locomocion celular «in vitroy, es reflejo del comportamiento en el
embrion. Sin embargo. no conocemos estudios que analicen los procesos de agrega-
cion en células endodérmicas.

Es conocido que las células embrionarias disociadas unas de otras, adquieren movi-
lidad v pueden formar agregados * 2% 24 4. Los procesos de agregacion «in vitro» a
partir de células en suspension. proporcionan importantes sistemas de cultivo para
consideraciones de adhesion intercelular y comportamiento cooperativo, esenciales
para la diferenciacion celular tipica 222014,

Por otra parte. la imagen tridimensional y de alta resolucion que proporciona
¢l microscopio electronico de barrido, hacen de él un instrumento éptimo que permite
la observacion vy andlisis de las caracteristicas de superficie de las células aisladas v
agregadas. Dichas caracteristicas pueden referirse a la conducta adhesiva, de extension
v locomocién 24,

Teniendo en cuenta ademds, que el endodermo subyacente a las dreas cardiogénicas
parece estar implicado en los movimientos activos de las células precardiacas > 2. el
propasito de este trabajo es realizar un estudio de las caracteristicas morfoldgicas y es-
tructurales que manifiestan los agregados. obtenidos a partir de células endodérmicas
subyacentes a las arcas cardiogénicas.

(1) Dpto. de Biologia Celular y Anatomia.

An. Fac. Vet Ledn. 1986, 32,255-263
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MATERIAL Y METODOS

Cultivos celulares

Se utilizan embriones de pollo (Gallus gallus domésticus) de estadio 5 de H.H. L
procediéndose mediante microdiseccion a la recogida de fragmentos correspondientes
a las dreas cardiogénicas. A continuacion se someten los fragmentos a la accion enzi-
matica de la colagenasa (0,03% en solucion Tirode a 37°C. 70-80 min.)* * ' "% Pos-
teriormente se separa el endodermo bajo lupa estereoscopica y con la ayuda de una
microaguja. A continuacién se lavan en una mezcla de suero v Tirode para inactivar
el enzima y finalmente en Tirode solo. Se realiza la disociacion mediante un pipetea-
do suave y un contaje celular en una cdmara Burker.

Cultivos en medio liquido

Las células endodérmicas se cultivan en medio de Eagle suplementado con IO"f’n_de
suero fetal bovino y 6% de Tc glutamina, al cual se le adicionan 100 U.1. de penicilina
y 100 ug de estreptomicina por ml. de medio. La suspension celular s¢ prepara sem-
brando 5-6 x 106 células/ml. de medio.

a~ Cultivos en monocapa

Se realizan sobre cubres de pldstico estériles en tubos Leighton con | ml. de medio.
L.a duracién de estos cultivos es de 24 h. a 37°C. Los cultivos obtenidos mediante esta
te?mca se fragmentan en cuatro partes para su procesado y posterior observacion al
microscopio electrénico de barrido.

b.— ivos i
Cultivos en rotacion continua

- Lasl ;elulas utilizadas para ser observadas al microscopio electrénico de transmision
agrcu tvan en un ml. y medio y se incuban en un agitador orbital para conseguir la
€gacion celular. Se mantienen durante 24 h., a razon de 70 ciclos/min. a 37°C.

Cultivos en medio sélido

Lo : :

gacic')sn agregados obtenidos en el cultivo anterior se someten a una scgunda agre-

e gn medio semisélido de Wolff y Haffen, consistente en siete partes de so-
N de Bacto-Agar al 1% en liquido de Gey, tres partes de solucion Tirode y

tre i i ' :
: S partes de extracto embrionario de pollo de nueve dias. La duracion de este
cultivo es de cuatro dias.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA
a.— Microscopia electronica de barrido

Las muestras obtenidas de los cultivos en monocapa, se fijan en una solucion
de glutaraldehido al 1% en tampon fosfato (0,1 M y pH 7,4) a 37°C durante | h.
La posfijacion se realiza con O _ O, al 1% en tampén fosfato (0,1 M), durante |
h. v a temperatura ambiente. Las muestras se deshidratan mediante series sucesi-
vas de etanol, s¢ sumergen en isoamilacetato y se desecan por el método del pun-
to critico en un desecador CPD 010 (Balzers), recubriéndolas seguidamente con una
capa de oro paladio. Los cultivos fueron observados en un microscopio electronico de
barrido JEOL 35 C a 20 kv.

b.— Microscopia electronica de transmision

Los agregados procedentes de los cultivos en medio sélido, se someten a una prime-
ra fijacion durante 30 min. a 4°C, con glutaraldehido al 2% en 0,1 M buffer-fosfato a
pH 7.4 y a una posfijacion con tetréxido de osmio al 1% en el mismo tampon durante
1 h. a 4°C. Después de la deshidratacion con alcoholes y 6xido de propilene, las piezas
se incluyen en Epon 812. Los cortes obtenidos se tifien con acetato de uranilo y citrato
de plomo y se examinan en un microscopio electronico JEOL 10 CX, operando a 60
kv.

RESULTADOS

Los cultivos analizados al microscopio electrénico de barrido, demuestran la pre-
sencia de agregados a las 24 h. de cultivo, formados por el crecimiento y multiplica-
cion de las células endodérmicas, las cuales, cuando estdn aisladas, presentan como
caracteristica principal su aspecto redondeado vy escasa actividad protrusiva en su su-
perficie.

Las cé€lulas endodérmicas que pasan a formar parte de los agregados alteran sus ca-
racteristicas morfoldgicas modificando ligeramente su aspecto redondeado. DthOS
agregados se localizan preferentemente en las zonas centrales de los cubres y en nume-
ro de 4-6 por cultivo. Presentan un tamafio medio aproximado de 350-400 u de dia-
metro Mayor y aunque su contorno es mas o menos irregular, su aspecto es general-
mente circular o ligeramente ovalado. (Fig. 1).

El analisis de las caracteristicas celulares de superficie de estos agregados, ponc
de manifiesto la presencia de proyecciones celulares tipo filopodio y lamelipodio
unicamente en los bordes libres de las células situadas en la periferia del agrega-
do, si bien, no todos presentan este tipo de proyecciones. Solamente el 30% de IQS
agregados observados mostraron proyecciones en superficie, siendo los filopodios mas
frecuentes que los lamelipodios. Estos filopodios se localizan tanto en el borde celular
como en el borde libre de los lamelipodios. Sin embargo, estas proyecciones no s¢ ob-
servan en los bordes celulares que forman parte del agregado. En estos casos se pueden
observar claramente los limites de las células en la superficie del agregado, destacando
asimismo, la presencia de numerosos contactos activos, representados principalmente

por puentes intercitoplasmaticos, formados al unirse las células que previamente ha-
bian sido disociadas. (Fig. 2).
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Figura |.— Agregado de células endodérmicas. 1000 x. Figura 3.— Micrografia de las c¢lulas endodérmicas de un agregado donde se observan grandes nticleos. En el citoplasma se aprecian
mitocondrias (M), cuerpos lipidicos (L) y granulos de vitelo (V). 9200 X.

* - . o L AT

Figura 2 - Detalle de un agregado de células endodérmicas en el que se aprecian contactos celulares. 1750 x. Figurad. D'::l:lllc de un filopodio de la membrana externa, observado al M.E.T. 40000 X.
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En algunas zonas del agregado, se puede apreciar la presencia de blebs v microvillis,
si bien, estas protrusiones de la superficie celular, son muy escasas y se observan sola-
mente en un pequefio niimero de células. Hay que tener en cuenta que en ¢l agregado
existen poblaciones celulares que se encuentran en diferentes fases del ciclo celular, lo
cual juntamente con las condiciones de cultivo, influye en la presencia de estas protru-
siones en la superficie de las células.

Por otra parte, el andlisis al microscopio electronico de transmision de los agrega-
dos cultivados en medio solido (Fig. 3), permite la observacion de células endodérmi-
cas con un nucleo alargado u ovalado que ocupa su mayor parte.

En el citoplasma celular se observan mitocondrias. granulos de glucogeno y abun-
dantes cuerpos lipidicos. asi como abundantes granulos de vitelo. Asimismo. se obser-
van pequeiios segmentos de reticulo endoplasmico rugoso, que indica la gran actividad
de estas células endodérmicas.

- En las superficies de membranas apuestas, destaca la presencia de uniones celulares

Upo gap y desmosomas. Asimismo, se observa la formacion en la membrana cxterna
de proyecciones celulares (Fig. 4). principalmente filopodios. cilios v microvillis. La
presencia de estas formaciones se corresponde con los datos obtenidos mediante el mi-
croscopio electrénico de barrido.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que al igual que ocurre con
Otras _Cel'-llas embrionarias, las células endodérmicas de embrion de pollo. subyacentes
a las dreas cardiogénicas, una vez disociadas, son capaces de agregarse en el medio de
cultivo,

EI.] los agregados de células endodérmicas, analizados al microscopio elect ronico de
ba“'.‘doa es de destacar la pérdida de prolongaciones celulares del tipo filopodio y la-
melipodio en los puntos de contacto entre las células. Ello implica que éstas. no utili-
zan las superficies celulares como sustrato para la locomocion. La inhibicion por con-
tacto de la locomocién ha sido previamente descrita por Abercrombice ', Trinkaus 35 vy
SanderS.y Prasat 2!, los cuales indican que en este proceso, las c¢lulas picrc.len sus
Fgfgggg’f‘“ de superficie como ﬁl_opodios y la.me]i‘podios y por tanto su ca]pa]cldad de
o 10N, ya que estas proyecciones estan implicadas directamente en la oporrjo-

1N celular. Sin embargo observan también, que otras poblaciones cclulares a diferen-
zgi‘:nlrod%e ocurre con las células endodérmicas anglizz!das, muestran una tcn]den‘u_a
vidad dd amente fuerte a permanecer aisladas, es decir, sin agregarse y sin que la acti-

Todae Tus membrgnas disminuya. ) _ en
dos en S las SUperﬁcn_cs correspondientes a las ce}ulas internas ,dc los agrcgado? obteni-
e nuestros CU]}IVOS, son capaces de adh(?nrse a otras células. Sin cﬁn;‘bﬁirgo: no
falde Ias1 con las células aisladas, ni con las células Iopa]:zadas en la superficie exter-
cibn 05 agregados, que presentan bqrdes con proyecciones implicadas cn_la .Iocomo-

T O’bps’;‘r‘lghpgslmente del .tipo [jllOpOle%f l7amel1p0(li1o. Es.tos resulletdc;sd;c;?g;dg:i;;r;

tiene lugar por ?éd?(t)r(zib mvels ngadodres u Ié);sc;;:s szgr:;:b?;r?af apuestas con po-

COS procesos citop e contactos de peque s g ) d’: di o e

158 €AINlas en 1 plasmaticos. Estos autores determinan que las fuerzas de a hesior

acoplamj 0s agregados, son presumiblemente lugares de baja resistencia para el

b eléctrico celular.

trus?t;défésireah‘zados sobre células epiteliales - 2%, demuestran que la actividad pro-

as células desaparece debido a contactos celulares, sugiriendo que este fe-
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némeno es debido a una importante fuerza de guia para los movimientos morfogenéti-
cos. En este sentido nuestras observaciones son consecuentes con los estudios de estos
autores.

Por otra parte Icardo'’. en una revision del proceso de la cardiogénesis indica
la relacién existente entre la formacion del intestino primitivo y la migracion de
los primordios cardiacos hacia la linea media. En estos cambios de posicion parecen
estar implicados los activos movimientos de las células precardiacas en relacion con el
endodermo 3. Los filopodios v lamelipodios observados tanto al microscopio electro-
nico de transmision como al de barrido, en las células endodérmicas presentes en
nuestros cultivos, pueden ser considerados como estructuras que orientan a las células
mesodérmicas precardiacas mediante un proceso de guia por contacto. Aunque es difi-
cil comparar los resultados «in vitro» con el comportamiento «in situ», hay que consi-
derar que las células mesodérmicas «in vivo» emigran como parte de los movimientos
morfogenéticos. usando la superficie interna de otras hojas embrionarias. England y
Cowper . observan que en el embrién de pollo «in situ» el endodermo emite filopo-
dios que contactan con el mesodermo.

El estudio .al microscopio electrénico de transmisién de los agregados celulares
obtenidos en nuestros cultivos. muestra como detalles estructurales mas importantes
la presencia en el citoplasma de abundantes mitocondrias, granulos de glucogeno y
principalmente gran cantidad de granulos de vitelo. Esta gran reserva de vitelo en las
células endodérmicas, puede estar relacionada con la capacidad de esta hoja para ac-
tuar como mediadora en el transporte de nutrientes durante el desarrollo embrionario.
En este sentido Litke y Low !¢, demuestran que pequefias particulas de vitelo son fago-
citadas continuamente por células de la superficie ventral del embrién en estadios pre-
coces, lo cual, explica la presencia de gran numero de vacuolas en estas células que se-
rian producidas por la fagocitosis de los granulos de vitelo.

Por otra parte hemos de sefialar. que no se ha observado ningun tipo de dife-
renciacion especifica de epitelio de origen endodérmico. Algunos autores ' 18.19. 13,
comprueban la capacidad de autodiferenciacion del endodermo en epitelios, principal-
mente, de tipo disgestivo. Sin embargo hay que tener en cuenta que los cultivos son
realizados siempre a partir de explantes. La ausencia de capacidad de diferenciacion,
en nuestro caso, puede ser debida a las modificaciones que se producen en la matriz
extracelular durante los procesos mecdanicos que intervienen en la disociacion. )

Estos hechos sugieren que las células endodérmicas, subyacentes a las dreas cardio-
génicas, una vez aisladas de sus conexiones naturales, son capaces de poner en marcha
sus mecanismos de locomocién vy fijacion, que les permite unirse al sustrato y a las cé-
lulas vecinas, formando agregados tipicos. Sin embargo, dichas células son incapaces
de asumir sus propiedades diferenciales a partir de etadios tan precoces, no habiéndo-
se observado en ellas ningun detalle estructural caracteristico de los tejidos de natura-
leza endodérmica.

RESUMEN

Mediante técnicas de cultivos celulares «in vitro» se realiza un estudio de las células
endodérmicas del embrién de pollo del estadio 5, subyacentes a las dreas cardiogéni-
cas, observando que dichas células son capaces de formar agregados en el medio de
cultivo.

Los agregados obtenidos, se analizan mediante microscopia electronica de barrido y
de transmision, con objeto de estudiar sus caracteristicas morfologicas y estructurales.
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Las proyecciones celulares observadas. son principalmente del tipo filopodio Inmc[!-
podio y se localizan tinicamente en los bordes libres de las células situadas en la peri-
feria del agregado. Estas proyecciones se interpretan en relacion con la adhesion y lo-

comocion celular.

Se estudia, asimismo, la capacidad de diferenciacion de las células endodérmicas di-

sociadas y agregadas en relacion con las caracteristicas estructurales que muestran,

STUDY OF MORPHOLOGICAL AND STRUCTURAL
CHARACTERISTICS OF ENDODERMIC CELL
AGGREGATES IN CHICKEN EMBRYO

SUMMARY

A study
embryo is
said cells a

The agg
cope to study their mor
tions observed are mai
?_nly at the free edges

10¥;§1§if1%trc;rng)t:i'f:t-cd in conr?cclion with the cellular adhesion and locomotion.
; ation capacit
€rence to the structural char

re able to form aggregates in culture medium.

acteristics showed by them is likewise studied.
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