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La microscopía electrónica de barrido (SEM) cons tituye una valiosa técnica para 
el estudio de los cambios que se producen en la superficie celular durante la 
morfogénesis28

, 
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, 
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, 
8

, 
26 y en las células embrionarias cuando se culti van «in 

vitro»9
, 

25
• El SEM permite asimismo e l análisis de las interacc.iones de la superficie 

celula r con un mínimo de distorsión celul ar 1b, evitando, en los estudios morfológicos: 
el problema d e muestreo que presenta el microscopio electrónico de transmisión 
(TEM), y revelando carac te rís ticas de la supe rficie celular, no detectables de otro 
modo, así como la composición de peq ue ñas poblaciones celulares. 

Son numerosos los estudios de morfo logía celular realizados por esta técnica en el 
neuroectode rmo de embrión de pollo, bien en blastodiscos comple tos 7, 3, 12, 1s, 19 0 en 
cultivos monocapa d e células disociadas2, 4 , 5 • Sin embargo, existe una relativa falta 
de estudios e n reagregados de células ectodérmicas, de embrión de pollo, con esta 
téc nica. 

Los resultados obtenidos22
, 

23
, analizando reagregados de células cardiacas al SEM 

indica n que éste es un valioso ins trumento e n e l est udio de la agregación celular 
horno y he terotípica. De bido a que e n los agregados la diferenciación celular 
con tinúa has ta estadios avanzados, estas recombinaciones celulares proporcionan 
importantes sistemas de cultivo para consideraciones de adhesión intercelular y 
comportamient o celula r coope ra tivo , que frecue nte mente no pueden ser es tudiadas 
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en cultivos en monocapa y que sin embargo, son esen c ia les p a r a la d ife renciac ió n 
, · 14 20 21 18 celular t1p1ca , , , · 

En el pr~sente trabajo el microscopio e lectrónico d e ba rrido ha s id o ut ili zado para 
estudiar el comportamiento social de las células n e u rogénicas. a t e ndi e n d o a los 
siguientes pu~tos : l) proyecciones caracterís ti cas d e la s upe rfi c ie celular tales co m o 
microvillis, filopodios, lamelipodios, e tc .; 2) caracterís ti cas to pog r áfi cas d e las 
células neurales embrionarias , que pe rmitan dist ingu irlas d e o tras célu las o d e o tros 
tipos de tejido; 3) cambios morfológicos asociados con lo s mov imie nt o s celula res. 

MATERIAL Y METODOS 

METODO DE CULTIVO 

Se utilizaron embriones de pollo (Gallus gallus domesticu s) d e estadio_ ~
1º, 

procediéndose media nte microdisección a la recogida d e l te rrit o rio n e urogenico 
correspondiente a la placa neural25, 11 _ La s~parac ión d e l component e ect o d é rmico d e 
los fragmentos y su posterior disociación se realizó mediante la acc ió n combinada d e 
un tratamiento enzim ático con tripsina durante 12-1 5 minutos a 33v C (Trips ina 
Difco 1:250 al 0,5 % con un 3% de carboxime tilcelulosa), seg uido d e un proceso 
mecánico por pipeteado. 

a) Cultivo en medio líquido 

Las células neuroectodérmicas se c ulti ;aron e n e l medio d e Eagle s u p le m e ntado 
con . 1?_% de suero equino y 0,06 mi de glut amina , a l c ua l se le adic io n a n I 00 U . 1. d e 
penicil~na y 100 µg de estreptomicina por mi de medio. La s us pe n s ió n celula r se 
preparo sembrando 5-6 X 105 células por mi de medio y los cultivos fu e ron inc ubados 
en un agitador orbital (70 r p rn ) 370 C d 24 h · · · a urante oras. 

b) Cultivo en medio sólido 

Los agregados obtenidos se sometieron a un segundo culti vo en m edio semisólido 
W ff HAFFEN32 · de . OL Y ' cons1s tente en 7 partes de so luc ión Bac to -Agar a l l % e n 

líquido de Gey, 3 partes de solución Tirode y 3 partes de ex trac to e mbri o n a rio d e 
pollo de 9 días. La duración de este segundo culti vo fu e de 3 días. 

MICROSCOPIA ELECTRON ICA DE BARRIDO 

Los agregados obtenidos se fij aron en u na solución de g lutaralde hido a l 2 'i'o e n 
tampón fosfato (O,_l M) duran te I hora a 40 C. Después de una se rie de t res la,·ados 
en el mismo tampon , las muestras se posfija ron co n 0 .04 a l I % e n ta m pón fos fato 
(0, I M) durante I horaª 4° C Y se deshidra taron mediante series s ucesivas d e e tan o l. 
Posteriormente , los agregados se sumergieron e n isoamiloaceta to y se desecaron por 



el m t'· todo d,·1 p11111 n n ít in , ,·11 1111 L PD 0 10 (Balzers). recubriéndose seguidamente 
con 1111a capa d .. mo- paladio <'11 un IO\-SPL'l7'1::I{ (JFC-1100). La observación se 
lle vó a cabo ,·11 1111 111ino,;rnpio electró nico dP barrido JEOL JSM-35C a 20 KL 

Hl::Sl "L T..\OOS Y DISC SION 

Los agrc¡!aclo ,-; obt,•niJos se ubse r rnro n al microscopio electrónico de barrido, con 

obje to de es tudi a r ,;1i,-; carac terís ti cas mo rfológicas (forma, dimensiones, proyec­
ciones celulan•,;) a ,; í como la,; de las células que los componen (fi lopodios, 
lame li pod ios . 111i c rovilli s . pro ~·eccio nes glo bu lares o «blebs», puentes intercitoplas­

máti cos) . 
Nues t ros resu ltados de mu estran la formación de agregados con un tamaño medio 

aproximado de 350--WO µ d e di,ím et ro ma ~·or y 2-W-300 µ de diámetro menor (fig. 1) , 
de con torno c irc ular o lige rame nte o rnlado. siendo la mayoría de ellos fundamen­

talme nt e aplanados. 
El anális is de la s carac te rís ti cas celulares se realiza en los agregados por la 

superfic ie que no. ha estddo e n con tac to con el sus trato sólido , observándose que 
estas c élula s p resentan una g ran actividad protrusiva en su superficie celular, 
orig inando u na a mplia gama de proyecciones celulares. 

En este sent ido. hay que te ner e n cuenta que en el agregado existen poblaciones 
celulares que se e n cue ntran e n difere ntes fases del c iclo celular, lo cual juntamente 
con las co ndi ciones de c ultivo 21 . influve en la presencia de ciertas protrusiones en la 

superfic ie de la s células . 
Las células presentan un diáme tro mayo r de 9 ,8 µ (±1,4 µ ) , mostrando en su 

superficie abundan tes microv illis . con un pro medio de 3,1 ± 1,2/ µ 2 (fig. 2). Los 
fil opod ios son tambi én mu y numerosos. presentando una anchura que oscila entre 
O, 16 µ y O, 79 µ. S u longi tud puede superar las 1 Oµ. Asimismo, se han observado en 
nues t ros r esult ados la presencia de proyeccio nes globulares, en la superficie de un 
gran n úme ro de cé lulas con un diáme tro aproximado de 1,5 µ . Por el contrario, los 
lamelipodios son e scasos e n estos agregados . si bien , las células más superficiales 
pueden utilizar a las in ferio res como s ustrat o para su movimiento merced a la 
e m1s1on de filopódio s y proyeccio nes globulares21. También se aprecian algunos 
pue ntes in te rci toplasmát icos conec ta ndo células en el agregado (fig. 3). 

Los filopodios obse rvados en las células «in vitroi> creemos que pueden 
corresponde rse co n las proyecc iones celulares observadas en las células ectodérmicas 
del blastodisco 13 y se les puede a tribuir una fun ción de motilidad31• 

La prese nc ia y e l increme nto de «blebs» y fi lopodios en las células, ha· sido 
correlacionado con lo s movimi entos morfogenéticos30 . La existencia de una gran 
cantidad de es tas proyecciones en la mayoría de las célu las que integran los agregados 
analizados por nosotros , induce a pe nsar que el reconocimiento y la reordenación de 
las c élulas n e uroec todérm icas e n los agregados , podrían estar relacionados con las 
microext e n s io nes descritas . mediante las cuales las cólulas realizarían el fenómeno de 

«sorting-ou t » . 
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Figura :l.-NÍ>tcsc la prt•st·rwia ti,· l,lt·l,s (1,). Fi lupodios (11,·,·lras ) . J.,1111,· lipo d io~ (1) . 
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En agrq.!aelo,- el,· ,·i·lt1l.1, ,·.1rd1;1c:1,-"º . ,.,. rll':-rribt• tambi én la prt:sencia de largas 

proyccno ne,- ,·i tn¡,Li,111.'!11,·.1, el,· tipo mH·rn,·il li . Sin e mbargo. és tas 110 parecen ser 

escnc iale:- ,· 11 la aµr,·µ.1, ·1,·, 11 n·l11lar !'ardiaca . ya 911c a lgu11as célula pueden 

aparc nt enll' lllt· lllllr ,-,· ,-111 ,·:-t a, llll<Tlll'\tt' l1:-io11t':' . 
w s a lrn11ela111,· ,- 1111nn, dl1, , «h!t-h,--- . ,·1wo11trado,; e11 la ,rnperficie de las células . 

puede n ta111l, ií· 11 r,·¡,r,·,-,·11tar t111a n•,-,·r,·a d,· m,·mbra na 11 ant e procesos de rápida 
di,·isió11 c,·litlar . In ,·11al. ¡,an·,·,· l,í¡.!l<'O ,·11 c;;to:- proceso,:; de agregación a partir de 
células pron·el,·111,· ,- el,· ,·111hr1t1m·:- ,·11 la,- pri nll'ra,- fa,; l's <lt·l desarro llo . ya que dichas 
células 11111 t•s tra11 1111a µ r a11 ,ll' t1,1dad prolil'na ti,·a. r,•lat:io nada ron su capacidad de 

difcre nciat· i,·1 11 . l•:,..1a, ¡,rt1\l·1· ,·1011,•,- 1,•,- p,·rm itiría11 lowar 11na recuperación lo más 
rápida po,.,il,1,· el,· ,-11 ,1,¡H"rl1l'l1' n·lular d,•,-pt1í•,- de los procesos de división. 

1::1 h,·,·lio d, · 11:dwr ,·11 ,·t111I radt1 t111 ,•,-ca,-o 11ún11·ro d,· laml'lipudio. en la células, 
pcrmit l' ,.,u¡..:, ·r ir q 111· l:1 1111¡,nrt.111,·1.1 d,• lo,- m i,-mu,; ,.,. mínima en estos proceso~ de 

agrcgació11 n·l1 tlar . ,·11 '"' ,·11al,•,- ,·1 papel pre,lo mi11antP co rn·spunde a los fil opodios. 
Por o tra ¡,art,·. la ¡..: ra11 n•ltt•,- i, u!ad que prcst'11ta11 es tas células está en 

co 11cordarlC' ia ,·0 11 In , a il,·,, ·rit u pur otro,- auturc,; pa ra es te mismo tipo celular. en 

e111briu r1t• ,; el,· elr , 11111a, ,• ,-¡H't'l<',-: 8
• '' . 

Sl' r<'al iza 1111,•,- 11rd i11 111,·d ra111, · ,·l r11in1b1·opiP elt'1·trón ieo de barrido (SE\! ) de las 
cara,·lc'rí,; ti, ·a ,-. 111C1rfo lú¡..:i,·a,- q 11,· ¡ir,·,-t'11ta11 lo,- n ·aµ rl'¡!aJus de cél ulas ncurogénicas 
de Pl!lhri{Jll el,· pollo de ,• ,- tael in :;, 

Los rl's lllt a d ,,,- ul11,·r1ido ,- d ,·11111,•,- trar1 la n.i,-1, ·11 ,·ia ,•n la superficie del reagrcgado 

de 11111111·ro,-a:- ¡,ru,·,·,.,. 11 111t ·:- ,·,·l 1tla r,•,- . qu,· :-1 l11 in lt'rprl' tadas en relación con 
mn,·in1i,·1110 ,- 111orfo¡..:,·11t'·1i,·,1,- \' f,·11,·, mc110,- ti ,· a¡.!rq,:,u·iún Cl'lular. 

CHARACTERl~TICS OF CELLULAR SURFACE 
IN NEl lHOGE NIC ECTODERM REAGGREGATES 

FHOM CHICK EMBRYO 

¡\ s tud y wa,-; 111ad,· li \' st'ar111i11g l'll'l'lrnn lllicru,;l'upy uf the murphologir 
charat' tn i,- til' :- tl1at r11·11rog,·11 i,· n ·ll ,-; r,•a¡..:¡.! rq.:a t,•,-; frum stage 5 chick embryo show. 

Th,· r<' sul ts o l, tl' ir1t·d ,;how the l'XÍ , ten,·e i11 tlw n •aggregate surface uf numerou:­
n ·llula r proj,·,·tio11 ,-. . T l1t·,· arl' i11ll'rprl'l1•d in re lation to lllorphogenctic 1110 \'t'n1t·n1,­
a11d n·lhilar ag¡.:rq.:ation prn,·e ,-,- . 
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