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INTRODUCCION

La microscopia electrénica de barrido (SEM) constituye una valiosa técnica para
el estudio de los cambios que se producen en la superficie celular durante la
morfogénesis?®, 1, 13, 8 20 y en las células embrionarias cuando se cultivan «in
vitro»?, 25, El SEM permite asimismo el analisis de las interacciones de la superficie
celular con un minimo de distorsién celular'®, evitando, en los estudios morfolégicos,
el problema de muestreo que presenta el microscopio electrénico de transmisién
(TEM), y revelando caracteristicas de la superficie celular, no detectables de otro
modo, asi como la composiciéon de pequeiias poblaciones celulares.

Son numerosos los estudios de morfologia celular realizados por esta técnica en el
neuroectodermo de embrién de pollo, bien en blastodiscos completos?, 3,12 15 195 ep
cultivos monocapa de células disociadas?, ¢, 5. Sin embargo, existe una relativa falta
de estudios en reagregados de células ectodérmicas, de embrién de pollo, con esta
técnica.

Los resultados obtenidos??, 23, analizando reagregados de células cardiacas al SEM
indican que éste es un valioso instrumento en el estudio de la agregacién celular
homo y heterotipica. Debido a que en los agregados la diferenciacign celular
contintia hasta estadios avanzados, estas recombinaciones celulares proporcionan
importantes sistemas de cultivo para consideraciones de adhesion intercelular y
comportamiento celular cooperativo, que frecuentemente no pueden ser estudiadas
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en cultivos en monocapa y que sin embargo, son esenciales para la diferenciacién
calularitipicalt, 29, 2, 28,

En el presente trabajo el microscopio electrénico de barrido ha sido utilizado para
estudiar el comportamiento social de las células neurogénicas, atendiendo a los
siguientes puntos: 1) proyecciones caracteristicas de la superficie celular tales como
microvillis, filopodios, lamelipodios, etc.; 2) caracteristicas topograficas de las
células neurales embrionarias, que permitan distinguirlas de otras células o de otros
tipos de tejido; 3) cambios morfolégicos asociados con los movimientos celulares.

MATERIAL Y METODOS
METODO DE CULTIVO

Se utilizaron embriones de pollo (Gallus gallus domesticus) de estadio 5'%,
procediéndose mediante microdiseccién a la recogida del territorio neurogénico
correspondiente a la placa neural?, 17, La separacion del componente ectodérmico de
los fragmefﬂos y su POSlerior disociacién se realizé mediante la accién combinada de
un tratamiento enzimdtico con tripsina durante 12-15 minutos a 38° C (Tripsina

Difco .1:250 al 915% con un 3% de carboximetilcelulosa), seguido de un proceso
mecédnico por pipeteado.

a) Cultivo en medio liquido

Las células neuroectodérmicas se cultiv.aron en el medio de Eagle sup]cmenlado
CU"_I_O_% de suero equino y 0,06 ml de glutamina, al cual se le adicionan 100 U.IL. de
penlc:h’na y 100 pg de estreptomicina por ml de medio. La suspensién celular se
PrcPSle se':mbrando .5'6 X 10 células por ml de medio y los cultivos fueron incubados
en un agitador orbital (70 F.p.m.) a 379 C durame}’24 s

b) Cultivo en medio sélido

Los agregados obtenidos se somelier

de WOLFF y HAFFEN® on a un segundo cultivo en medio semisolido
e . 4 ;

» Consistente en 7 s o e

artes de solucion Bacto-Agar al 1% en
iquido de Gey, 3 partes d Sl . y
i de 9 dig‘a L'I; d = solucién Tirode y 3 partes de extracto embrionario de
polisiice K uracion’ deveste segundo cultivo fue de 3 dias.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Los agregados obtenidos se fijaron en una solucién de glutaraldehido al 2% en
tampén fosfato (0,’1 M) durante 1 hora a 42 C. Después de una serie de tres lavados
en el mismo tampon, las muestras se posfijaron con 0,0, al 1% en tampén fosfato
(0,1 M) durante 1 hora a 4° Cy se deshidrataron median.ne series sucesivas de etanol.
Posteriormente, los agregados se sumergieron en isoamiloacetato y se desecaron por
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el método del punto critico en un CPD 010 (Balzers), recubriéndose seguidamente
con una capa de oro-paladio en un ION-SPUTTER (JFC-1100). La observacién se
llevé a cabo en un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-35C a 20 Kv.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los agregados obtenidos se observaron al microscopio electrénico de barrido, con
objeto de estudiar sus caracteristicas morfologicas (forma, dimensiones, proyec-
ciones celulares) asi como las de las células que los componen (filopodios,
lamelipodios. microvillis. provecciones globulares o «blebs», puentes intercitoplas-
maticos).

Nuestros resultados demuestran la formacion de agregados con un tamaiio medio
aproximado de 350-100 u de didgmetro mayory 240-300 u de didmetro menor (fig. 1),
de contorno circular o ligeramente ovalado. siendo la mayoria de ellos fundamen-
talmente aplanados.

El anilisis de las caracteristicas celulares se realiza en los agregados por la
superficie que no ha estado en contacto con el sustrato sélido, observandose que
estas células presentan una gran actividad protrusiva en su superficie celular,
originando una amplia gama de provecciones celulares.

En este sentido, hay que tener en cuenta que en el agregado existen poblaciones
celulares que se encuentran en diferentes fases del ciclo celular, lo cual juntamente
con las condiciones de cultivo?!, influve en la presencia de ciertas protrusiones en la
superficie de las células.

Las células presentan un diametro mayor de 9.8 u (%14 1), mostrando en su
superficie abundantes microvillis, con un promedio de 3,1 £ 1,2/u? (fig. 2). Los
filopodios son también muy numerosos, presentando una anchura que oscila entre
0,16 p y 0,79 «. Su longitud puede superar las 10 u. Asimismo, se han observado en
nuestros resultados la presencia de proyecciones globulares, en la superficie de un
gran namero de células con un diametro aproximado de 1,5 u. Por el contrario, los
lamelipodios son escasos en estos agregados, si bien, las células méas superficiales
pueden utilizar a las inferiores como sustrato para su movimiento merced a la
emision de filopodios y proyecciones globulares?!. También se aprecian algunos
puentes intercitoplasmaticos conectando células en el agregado (fig. 3).

Los filopodios observados en las células «in vitro» creemos que pueden
corresponderse con las proyecciones celulares observadas en las células ectodérmicas
del blastodisco'® y se les puede atribuir una funcién de motilidad®!.

La presencia y el incremento de «blebs» y filopodios en las células, ha sido
correlacionado con los movimientos morfogenéticos®®. La existencia de una gran
cantidad de estas proyecciones en la mayoria de las células que integran los agregados
analizados por nosotros, induce a pensar que el reconocimiento y la reordenacién de
las células neuroectodérmicas en los agregados, podrian estar relacionados con las
microextensiones descritas, mediante las cuales las células realizarian el fenémeno de
«sorting-out».
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Figura 3.—Notese la presencia de blebs (b). Filopodios (flechas). Lamelipodios (1).
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En agregados de eélulas cardiacas®®, se describe también la presencia de largas
proyecciones citoplasmiticas de tipo microvilli. Sin embargo, €stas no parecen ser
esenciales en la agregacion celular cardiaca, va que algunas células pueden
aparentemente unirse =i eslas microextensiones.

Los abundantes microvilli= v «blebss, encontrados en la superficie de las células,
pueden también representar una reserva de membrana!! ante procesos de ripida
division celular. lo cual. parece logico en estos procesos de agregacién a partir de
células procedentes de embriones en las primeras fases del desarrollo, ya que dichas
células muestran una gran actividad proliferativa, relacionada con su capacidad de
diferenciacion. Estas provecciones les permitirian lograr una recuperacién lo mas
rapida posible de su superficie celular después de los procesos de division.

El hecho de haber encontrado un eseaso nimero de lamelipodios en las células,
permite sugerir que la importancia de los mismos es minima en estos procesos de
agregacion celular, en los cuales el papel predominante corresponde a los filopodios.

Por otra parte. la gran cohesividad que presentan estas células estd en
concordancia con lo va deserito por otros autores para este mismo tipo celular, en
embriones de distintas especies,

RESUMEN

Se realiza un estudio mediante el microscopio electronico de barrido (SEM) de las
caracteristicas morfologicas que presentan los reagregados de células neurogénicas
de embrion de pollo de estadio 5.

Los resultados obtenidos demuestran la existencia en la superficie del reagregado
de numerosas provecciones celulares. que son interpretadas en relacion con
movimientos morfogenéticos v fendmenos de agregacion celular.,

CHARACTERISTICS OF CELLULAR SURFACE
IN NEUROGENIC ECTODERM REAGGREGATES
FROM CHICK EMBRYO

SUMMARY

A study was made by scanning electron microscopy of the morphologic
characteristics that neurogenic cells reaggregates from stage 5 chick embryo show.

The results obteined show the existence in the reaggregate surface of numerous
cellular projections. They are interpreted in relation to morphogenetic movements
and cellular aggregation process.
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