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INTRODUCCION

El neuroectodermo. que conforma las bases morfoldgicas del sistema nervioso central
(SNC), ha sido objeto de numerosos estudios desde distintos puntos de vista. Mediante
microscopia electronica de transmision se han estudiado estas células en diversos esta-
dios de la neurulacidn del embrién de pollo 2-23.24.26, También se han analizado las ca-
racteristicas morfologicas de estas y otras células embrionarias mediante microscopia
electronica de barrido 9 27. No obstante, la observacion de las células embrionarias «in
situ» plantea una serie de dificultades y limitaciones que impiden la apreciacion de cier-
tos detalles acerca de las protrusiones y morfologia celular, lo cual se ha superado me-
diante la aplicacion de las técnicas de cultivos celulares. Utilizando estas técnicas y la
observacion mediante microscopia electronica de barrido se han realizado numerosos
estudios sobre las células ectodérmicas embrionarias, pero la mayoria de ellos se han lle-
vado a cabo en anfibios. Asi, LEBLANC y BRICK ! observan como las células neuroec-
todérmicas de bldstula y gastrula de Rana pipiens muestran en cultivo distintas caracte-
risticas de expansion, niimero y tipo de proyecciones segtin el estadio considerado. Asi-
mismo, observan en gastrula media y tardia dos poblaciones celulares en cultivo, una de
las cuales no presenta una variacién de sus caracteristicas con respecto a las células de
estadios anteriores mientras que en la otra se observa una considerable reduccion del nu-
mero de filopodios, manifestandose ademads una polarizacion con respecto a su morfolo-
gia y lugares de adhesion. JUMAH y STANISSTREET 4 también realizan una descrip-
cion de las células ectodérmicas de anfibios en cultivo, las cuales se presentan inicial-
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mente esféricas y con delgados filopodios, y a medida que avanza el cultivo se polarizan
y emiten pseudopodos.

En embrion de pollo se han realizado muy pocos estudios morfoldgicos sobre las célu-
las de esta hoja embrionaria en cultivo. BELLAIRS et al? observan que las células ecto-
dérmicas presentan una mayor adhesion al sustrato que las neurales, y que las células di-
sociadas se adhieren mejor que las hojas intactas. Estas células poseen las caracteristicas
tipicas de la mayoria de los tipos epiteliales en cultivo, aunque exhiben algunas caracte-
risticas propias y ciertas variaciones en el comportamiento dependientes del estadio. No
obstante, estas observaciones las realizan dichos autores utilizando microscopia optica,
cuyo poder de resolucion no es suficiente para satisfacer un exhaustivo andlisis morfold-
gico. Mediante microscopia electrénica de barrido hemos realizado previamente una
primera aproximacion al estudio de las caracteristicas morfologicas de las células neu-
roectodérmicas del estadio 8, con especial atencién a las proyecciones celulares y al
comportamiento social de las células en los agregados 3.

Si se realiza un estudio morfométrico comparando células neuroectodérmicas proce-
dentes de un mismo drea pero de diferentes estadios de desarrollo, cultivadas bajo idénti-
cas condiciones experimentales, las diferencias observadas tendrén su origen en las dis-
tintas propiedades de las células en el embridn, que estardn determinadas por el estadio
de procedencia. Asi, en el presente trabajo hemos analizado las caracteristicas mas im-
portantes que muestran las células neuroectodérmicas embrionarias en cultivo, proce-
dentes de distintos estadios durante el proceso de la neurulacion, mediante un método

morfométrico que permite analizar la evolucién morfolégica que muestran estas célu-
las -‘3.5'

MATERIALY METODOS

a) Cultivos celulares

Se utilizaron embriones de pollo de los estadios 6, 8, 10 y 12 (segin HAMBURGER y
HAMILTON 1), Para cada uno de los estadios se realizaron cuatro experiencias dife-
"effteS, en cada una de las cuales se procedié a la recogida de los embriones, que se intro-
dujeron en una solucién salina de Moscona libre de iones Ca + y Mg+2! en donde se re-
Conafon las dreas presuntivas del SNC, evitando la recogida de células de la cresta neu-
ral asi como del ectodermo no neural. Estas dreas se localizan en la region prenodal en el
CStad‘:O 6 y presomitica en el 8, 10 y 12. Las areas seleccionadas se introdujeron en una
solucién estéril de tripsina (Difco 1:250) (2 % de tripsina y 0,3 % de carboximetilcelulosa
en solucién libre de jones Ca + y Mg+) durante 15 minutos a 37°C. La adicién de carbo-
leet?]celuloga previene el posible dafio que se infiere a la membrana celular durante la
exPlOSICién de las células a la tripsina 8. Posteriormente los fragmentos se sometieron a
varios lavados en solucién de Moscona estéril. A continuacion se recogio el neuroecto-
de-rmo de dichas dreas, separindolo del mesodermo mediante pipeteado, y se tratd 15
minutos a 37,5°C con una segunda solucion estéril de tripsina (0,5 % de tripsina y 0,3 %
de carboximetilcelulosa en solucién de Moscona). Los fragmentos de neuroectodermo se
lavar.on repetidas veces y se pipetearon enérgicamente hasta la disociacién total 25. La
densidad celular se analiza en una camara de Burker, determinando asi la siembra que
debe realizarse para conseguir una concentracion final de 10 ¢ células/ml.
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2 ~Células semiaplanadas: Con una relacion axial comprendida entre 5/1 v 4/1.5.

3.—Células esféricas: Aquellas cuya relacion axial se encuentra aproximadamente en-
tre4/1.5y4/4.

— Morfologia superficial: Para cada célula se estudia la morfologia de su superficie
atendiendo a la mayor 0 menor presencia, o ausencia, de «blebs» y protrusiones celula-
res. Segtn este criterio se han clasificado las células neuroectodérmicas en primer lugar
en dos subpoblaciones: protrusivas (con abundante actividad protrusiva en su superficie)
y lisas (desprovistas de dicha actividad). A partir de esta primera clasificacion. que sirve

de base para el resto de los pardmetros, se han clasificado las células de cada subpobla-
¢ion segiin la mayor o menor actividad superficial:

Superficie practicamente lisa: *
Superficie con pocas ampollas o protrusiones: **

Presencia de gran cantidad de «blebs», protrusiones, etc., en la superficie celular: ***

— Didmetros celulares: Indica, en micrometros, el didmetro medio mayor y menor me-
dido en cada tipo celular. Una vez obtenido el diametro mayor de la célula se halla el
menor como la longitud minima de la célula que pasa por el punto medio del didmetro

mayor. Ambos didmetros se expresan como valores medios de toda la poblacion celular
analizada junto con la respectiva desviacion estandar.

RESULTADOS

En todos los cultivos de células neuroectodérmicas se apreciaron dos subpoblaciones
celulares bien diferenciadas: protrusivas y lisas. En general las células protrusivas (Fig.
1) se caracterizan por presentar una superficie morfologicamente muy activa, con abun-
dantes protrusiones y ampollas, mientras que las lisas (Fig. 2) se manifiestan con una su-
perficie celular carente de dichas protusiones.

Estas dos subpoblaciones se presentaron en todos los estadios considerados, tanto a las
1; comoa las 24 horas de cultivo, por lo que se adoptan como un primer sistema de cla-
sificacion para analizar a partir de ¢l el resto de las caracteristicas morfologicas. Los re-
sultados observados en cada estadio estan resumidos en la tabla 1.

— Estadio 6: A las 12 horas de cultivo se observo que la mitad de las células pertenecian
a cada subpoblacién, con un ligero incremento de las protrusivas en los cultivos de 24
horas. Ambos tipos celulares tienden hacia la esfericidad, pero evidentemente las célulals
protrusivas presentan un porcentaje mayoritario de células morfolégicamente muy acti-
vas, es decir, con abundantes protrusiones (***) (Fig. 1); porcentaje que disminuye ligera-
mente a las 24 horas de cultivo, observandose un incremento de células protrusivas con
una actividad intermedia (**) (Fig. 3). La subpoblacién de células lisas estd compuesta €n
su totalidad por células con un aspecto que se corresponde a la denominacion de referen-
cia, excepto un pequefio porcentaje de células que presentan algunas ampollas en l_os
cultivos de 24 horas. A las 12 horas esta subpoblacion presenta las tnicas células semia-
planadas observadas en ella (Fig. 4). :

En cuanto a los didmetros celulares se observa que en las células protrusivas son l'g_‘,:'
ramente superiores a los observados en las lisas. Ademds, la menor diferencia entre dia-
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Fig. .- Célula protrusiva, esférica, con numerosos «blebs» (b) en su superficie (***) observada a las 12 horas de cultivo. 10560 x.

Fig. 2.- Célula lisa. esférica, desprovista de todo tipo de actividad vesicular en su superficie (*). despudés de 24 horas de cultivo.
11440 x.




Fig. 3.- Célula protrusiva semiaplanada con una actividad protrusiva intermedia (**) a las 24 horas de cultivo. 6200 x.

Fig. 4. Célula lisa semiaplanada del estadio 6 a las 12 horas de cultivo. 9900 x.
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metros que presentan las células lisas indica una mayor esfericidad, tanto en los cultivos
de 12 como en los de 24 horas, si bien en estos ultimos se observa un aumento generaliza-
do de los diametros.

—  Estadio 8: A las 24 horas de cultivo el porcentaje de células de cada subpoblacion era
similar. con un ligero predominio de las protrusivas. Sin embargo a las 12 horas se obser-
v6 un considerable predominio de las células protrusivas sobre las lisas (3:1).

La tendencia a la esfericidad es muy marcada en todos los casos salvo en un 26 % de las
protrusivas a las 12 horas, las cuales aparecen semiaplanadas sobre el sustrato.

La morfologia superficial de las células de cada subpoblacion se corresponde con su
denominacion, aunque en ambas subpoblaciones se podian encontrar algunas células
con morfologia intermedia (protrusivas con pocas protrusiones o lisas pero con la pre-
sencia de algunas ampollas).

Los diametros celulares son muy similares a los observados en el estadio 6, siendo
mayores en las células protrusivas que en las lisas y en los cultivos de 24 horas que en los
de 12 horas.

— Estadio 10: En el primer periodo de cultivo (12 horas) el predominio corresponde a
las células lisas, diferencia que se acentua mas en los cultivos de 24 horas, en los que por
cada célula protrusiva aparecen dos lisas. La tendencia a la esfericidad sigue siendo muy
marcada, excepto en un pequefio porcentaje de células protrusivas ligeramente semia-
planadas.

La morfologia superficial de las células es muy similar a la observada en el estadio an-
terior, al igual que los didmetros mayor y menor, los cuales también se incrementan lige-
ramente a las 24 horas.

— Estadio 12: Tanto a las 12 como a las 24 horas de cultivo se observo una proporcion
aproximada 2:1 de células lisas y protrusivas respectivamente.

La totalidad de las células lisas se presentaban esféricas, mientras que en ambos perio-
dos de cultivo aparecian porcentajes ligeramente inferiores al 10 % de células protrusi-
vas semiaplanadas. Pocas variaciones se presentaron en cuanto a la morfologia superfi-
cial respecto a los anteriores estadios, apareciendo unos porcentajes considerables de cé-
lulas protrusivas de actividad intermedia.

Los diametros celulares presentan valores similares a los observados en estadios ante-
riores,

DISCUSION

En todos los cultivos de células neuroectodérmicas se apreciaron dos subpoblaciones
bien diferenciadas por la morfologia de superficie, células protrusivas y células lisas, de-
nominadas asi atendiendo a la caracteristica mas notoria de la superficie celular. Aun-
que las células lisas se caracterizaban por presentar una superficie celular con una escasa
o, mas frecuentemente, nula actividad protrusiva, el otro tipo de células si presentan
proyecciones celulares tales como filopodios, lamelipodios y/o pseudopodosi-=*. En
cuanto a las células protrusivas, no debemos descartar la posibilidad de que alguna de
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ellas puedan ser fagocitos. ya que durante la neurulacién existen importantes dreas de
muerte celular y las células neuroectodérmicas pueden comportarse como fagocitos no
profesionales.

Desde un punto de vista evolutivo se puede apreciar como varian las proporciones de
celulas de cada una de las dos subpoblaciones de los diferentes estadios en el histograma
1. Asi. se puede comprobar que hay un paralelismo entre las proporciones observadas a
las 12 horas y a las 24 horas de cultivo en cada estadio, salvo en el estadio 6 con un pre-
dominio de las protrusivas a las 24 horas. mientras que a las 12 horas ambas subpobla-
ciones presentan en un 50 %. En el estadio 8 se siguen observando mayores porcentajes
de c¢lulas protrusivas, pero a partir del 10 las proporciones se invierten siendo las lisas
las predominantes. Asi pues podemos sefalar que a medida que avanzan los estadios de
la neurulacion las células neuroectodérmicas manifiestan en cultivo una mayor tenden-
cia a presentar una superficie poco activa, mas lisa. Este fenomeno se acentia mas si
consideramos que ademads de esa disminucion de células protrusivas, las que se presen-
tan como tales también disminuyen su actividad protrusiva a medida que avanza la neu-
rulacion (histograma 4) tanto en los cultivos de 12 como en los de 24 horas.

Por otra parte se observo. generalmente. que la proporcion de células protrusivas era
menor a las 24 que a las 12 horas de cultivo, es decir. a medida que las células permane-
cen mas horas en cultivo disminuye el numero de ellas con actividad de tipo vesicular en
su superficie.

No se aprecio una clara variacion de la forma aparente de las protrusivas y aiin menos
en cuanto a la de las lisas (histograma 2 vy 3). las cuales practicamente en todos los casos
considerados se presentan tendiendo a la esfericidad. Esta forma aparente concuerda con
las observaciones realizadas por otros autores 4 1928 sobre células ectodérmicas y neu-
roectodérmicas de anfibios, las cuales aparecen en cultivo con una forma esférica. Una
de las caracteristicas principales de las células epiteliales aisladas es que tienden a redon-
dearse y perder la orientacion, no extendiéndose sobre el sustrato y sufriendo una vigoro-
sa vesiculacion - 20.31, Estos hechos se manifiestan claramente en las células neuroecto-
dérmicas aqui estudiadas que aparecen redondeadas. no verificindose en ellas un proce-
so de expansion sobre ¢l sustrato.

Otra de las caracteristicas anteriormente mencionada de las células epiteliales aisladas
es la vesiculacion, caracteristica fundamental de las células protrusivas. Esas ampollas
celulares o «blebs» han sido observadas en la mayoria de las células embrionarias tanto
«in vivon como «in vitron3-17.30 y han servido para definir un tipo de movimiento que
presentan ciertos tipos de células: el «blebbing» 32, si bien lo mads frecuente es que esos
«blebs» se retraigan poco después de haberse formado con lo que las células no se mue-
ven. No se conoce con exactitud qué es lo que convierte a un «blebbing» estacionario en
uno que provoca movimiento celular, pero hay una serie de factores que parecen crucia-
les, como son la persistencia del «bleby, el flujo citopldsmico dentro de él y la adhesion al
sustrato. En las células neuroectodérmicas estudiadas los «blebs» no se adhieren al sus-
trato, caracteristica ésta propia de los blebs de células estacionarias 29,

Estas estructuras vesiculares también pueden representar un método de almacenaje de
membrana !, tanto ante procesos de redondeamiento celular ' como los provocados por
inducciones experimentales (tripsinizacion), como ante procesos de rapida division ce-
lular's, lo cual parece tener mas consistencia en nuestro caso, ya que estas células proce-
dentes de embriones en las primeras fases de desarrollo muestran una gran capacidad

-5~
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proliferativa 18. No obstante, hay que tener en cuenta que los componentes de la matriz
extracelular han sido objeto de una especial atencién como factores que puedan cjercer
influencias directas sobre la actividad de la superficie celular. En este sentido la presen-
cia de la lamina basal parece jugar un papel importante en la estabilizacion de la superfi-
cie celular ya que la extraccion de esta ldmina !t o la pérdida del contacto de las células
con dicha capa por la disociacion 13 provoca la aparicién de «blebs». En cualquier caso
tanto para la formacion de estas vesiculas 16, como para la adquisicion y/o mantenimien-

to de la forma celular de las células embrionarias$. es el witoesqueleto el elemento que
juega un papel fundamental.

Por otra parte es necesario destacar la evolucién que sufre la presencia de «blebs» asi
como la de las propias células protrusivas a medida que éstas proceden de estadios mas
avanzados, la cual debe estar relacionada con los movimientos morfogenéticos que ocu-
rren en el embridn, al igual que lo relacionan LE BLANC y BRICK 17 en las células ecto-
dérmicas de anfibio en cultivo. En este sentido hemos observado como a medida que la
neurulacion avanza se produce en los correspondientes cultivos una disminucion tanto
del nimero de células protrusivas (histograma 1) como de la actividad protrusiva dentro
de esta subpoblacién (histograma 4).

Las células protrusivas presentaban siempre valores mas altos tanto del diametro
mayor como del menor que las células lisas (histograma 6 y 7). Ademas. por regla gene-
ral, se observg que ambos didmetros experimentaban en ambas subpoblaciones un au-
mento en los cultivos de 24 horas con respecto a los de 12. La diferencia entre los diame-
tros celulares en ambas subpoblaciones a favor de las protrusivas se explica en virtud de
que las propias vesiculaciones provocan este aumento de los diametros. En los cultivos
de 24 horas esta diferencia disminuye ya que aunque los didmetros aumentan ¢n ambas
subpoblaciones, en las protrusivas este aumento no se acentia tanto debido a que a la
par hay una reduccién de la actividad protrusiva de su superficie.
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RESUMEN

Se analizan mediante microscopia electrénica de barrido algunas de las caracteristicas
morfolégicas que presentan las células neuroectodérmicas de pollo en cultivo y su evolu-
cion durante la neurulacién. Las células se clasifican en protrusivas y lisas y para cada
una de estas subpoblaciones se estudian la actividad protrusiva de su superficie, su forma
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v los didmetros. A medida que avanza la neurulacion las células muestran en cultivo una
menor actividad protrusiva (disminuye tanto el porcentaje de células protrusivas como
la actividad de su superficie). Los didmetros celulares permanecen muy constantes y son
mayores en las protrusivas que en las lisas, y a las 24 horas que a las 12 horas de cultivo.
A los «blebs» presentes en las células protrusivas se les atribuye una funcién de reserva
de membrana.

A MORPHOLOGICAL STUDY BY MEANS OF
SCANNING ELECTRON
MICROSCOPY OF CHICK EMBRYO NEUROECTODERM
CELLS IN VITRO DURING
NEURULATION

SUMMARY

Some morphological characteristics of chick neuroectoderm cells in culture and
their evolution during neurulation have been analysed by means of scanning electron
microscopy. Cells are clasified as protrusive and featureless. The protrusive activity of
cellular surface, shape and cell diameters are studied for each subpopulation. The
cells show in culture a minor protrusive activity (it decreases both protrusive cell per-
centage and surface activity) as the neurulation proceeds. Diameters are major in pro-
trusive cells than in featureless cells as well as in cultures of 24 h than in 12 h. Cellu-
lar diameters remain very constant at all stages. A function of membrane reserve is at-
tributed to the blebs that are present in protrusive cells.
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