
ESTUDIO MORFOLOGICO MEDIANTE MICROSCOPIA 
ELECTRONICA DE BARRIDO 

DE LAS CELULAS NEUROECTODERMICAS DE 
EMBRION DE POLLO EN CULTIVO 

DURANTE LA NEURULACION 

INTRODUCCION 

Por C. A. Chamorro (1) 
P. de Paz (2) 
J. G. Fernánde:: (3) 
J. M. Vi/lar (1) 

El neuroectodermo, que conforma las bases morfológicas del sistema nervioso central 
(SNC), ha sido objeto de numerosos estudios desde dist intos puntos de vista. Mediante 
microscopía electrónica de transmisión se han estudiado estas células en diversos esta­
dios de la neurulación del embrión de pollo 2.13. 24. 26 . También se han analizado las ca­
racterísticas morfológicas de estas y otras células embrionarias mediante microscopía 
electrónica de barrido 9. 21 . No obstante, la observación de las células embrionarias «in 
situ» plantea una serie de dificultades y limitaciones que impiden la apreciación de cier­
tos detalles acerca de las protrusiones y morfología celular, lo cual se ha superado me­
diante la aplicación de las técnicas de cultivos celulares. U tilizando estas técnicas y la 
observación mediante microscopía electrónica de barrido se han realizado numerosos 
estudios sobre las células ectodérmicas embrionarias, pero la mayoría de ellos se han lle­
vado a cabo en anfibios. Así, LEBLANC y BRICK 19 observan cómo las células neuroec­
todérmicas de blástula y gástrula de Rana pipie11s muestran en cu ltivo distintas caracte­
rísticas de expansión, número y tipo de proyecciones según el estadio considerado. Asi­
mismo, observan en gástrula media y tardía dos poblaciones celulares en cultivo, una de 
las cuales no presenta una variación de sus características con respecto a las células de 
estadios an teriores mientras que en la otra se observa una considerable reducción del nú­
mero de filopodios, manifestándose además una polarización con respecto a su morfolo­
gía y lugares de adhesión. JUMA H y ST ANISSTREET 14 también realizan una descrip­
ción 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 pseudópodos. 

En embrión de pollo se han realizado muy pocos estudios morfológicos sobre las cél u­
las de esta hoja embrionaria en cul tivo. BELLAIRS et al 2 observan que las célu las ecto­
dérmicas presenta n una mayor adhesión al sustra to que las neurales, y que las cél ulas di­
sociadas se adhieren mejor que las hojas intactas. Estas células poseen las caracterís ticas 
típicas de la mayoría de los tipos epiteliales en cultivo, aunque exhiben a lgunas caracte­
rísticas propias y ciertas variaciones en el comportamiento dependientes del estadio. No 
obstante, estas observaciones las realizan dichos autores utilizando mic roscopía óptica, 
cuyo poder de resolución no es suficiente para satisfacer un exhaustivo a ná lisis m o rfoló­
gico. Mediante microscopía electrónica de barrido hemos rea lizado previamente una 
primera aproximación al estudio de las características morfológicas de las células neu­
roectodérmicas del estadio 8, con especial atención a las proyecciones celulares y a l 
comportamiento social de las células en los agregados 3 . 

Si se realiza un estudio morfométrico comparando células neuroectodérmicas proce­
dentes de un mismo área pero de diferentes estadios de desarrollo, c ultivadas bajo idénti­
cas condiciones experimentales, las diferencias observadas tendrán su origen en las dis­
tintas propiedades de las células en el embrión, que estarán determinadas por e l estadio 
de procedencia. Así, en el presente trabajo hemos analizado las características más i m ­
portantes que muestran las células neuroectodérmicas embrionarias en culti vo, proce­
dentes de distintos estadios durante el proceso de la neurulación, mediante un m étodo 
morfométrico que permite analizar la evolución morfológica que muestran estas célu­
las4,5_ 

MATERIAL Y METO DOS 

a) Cultivos celulares 

Se utilizaron embriones de pollo de los estadios 6, 8, I O y I 2 (según HAM BURGER Y 
HAMILTON 11). Para cada uno de los estadios se realizaron c ua tro experiencias dife­
re~tes, en cada una de las cuales se procedió a la recogida de los embriones, que se intro­
duJeron en una solución salina de Moscona libre de iones Ca++ y Mg ++ 21 , e n donde se re­
cortaron las áreas presuntivas del SNC evitando la recogida de células de la cresta neu­
ral así como del ectodermo no neural. Estas áreas se loca lizan en la región prenodal en e l 
estadi_~ 6 Y presomítica en el 8 , JO y 12. Las áreas seleccionadas se introdujeron en una 
solucion estéril de tri psi na (Difco ¡ :250) (2 % de tri psi na y 0,3 % de carbox imeti lcelulosa 
e? sol~ción libre de iones Ca++ y Mg ++-) durante 15 minutos a 3 7°C. La adición de carbo­
ximetilcelulosa previene el posible daño que se infiere a la membra na celular durante la 
exposición de las células a la tripsina s. Posteriormente los fragmentos se som etieron a 
varios lavados en solución de Moscona estéril. A continuación se recogió e l neuroecto­
dermo de dichas áreas, separándolo del mesodermo mediante pipeteado, y se trató 15 
minutos a 37,5°C con una segunda solución estéril de tri psi na (0,5 % de tri psi na Y 0,3 % 
de carboximetilcelulosa en solución de Moscona). Los fragmentos de neuroectodermo se 
lavaron repetidas veces y se pipetearon enérgicamente hasta la disociación total 25 . La 
densidad celular se anal iza en una cámara de Burker, determ inando así la s iembra que 
debe realizarse para conseguir una concentración final de I O 6 células/mi. 
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2.-Células semiaplanadas: Con una relación axial comprendida entre 5/ I y 4 / l. 5. 
3.-Células esféricas: Aquellas cuya relación axial se encuentra aproximadamente en­

tre 4/ 1.5 y 4/4. 

- Morfología superficial: Para cada célula se estudia la morfología de su su perficie 
atendiendo a la mayor o menor presencia, o ausencia, de «blebs» y protrusiones celula­
res. Según este criterio se han clasificado las células neuroectodérmicas en primer 1 ugar 
en dos subpoblaciones: pro1rusivas (con abundante actividad protrusiva en su superficie) 
y lisas (desprovistas de dicha actividad). A partir de esta primera clasificación. que s irve 
de base para el resto de los parámetros, se han clasificado las células de cada subpobla ­
ción según la mayor o menor actividad superficial: 

Superficie prácticamente lisa: • 
Superficie con pocas ampollas o protrusiones: •• 
Presencia de gran cantidad de «blebs», protrusiones, etc., en la superficie celu lar: *** 

- Diámetros celulares: Ind ica, en micrómetros, el diámetro medio mayor y menor me­
dido en cada tipo celular. Una vez obtenido el diámetro mayor de la célula se ha lla e l 
menor como la longitud mínima de la célula que pasa por el punto m edio de l diámetro 
mayor. Ambos diámetros se expresan como valores medios de toda la població n celula r 
analizada junto con la respectiva desviación estandar. 

RESULTADOS 

En todos los cultivos de células neuroectodérmicas se apreciaron dos subpoblacio nes 
celulares bien diferenciadas: protrusivas y lisas. En genera l las células protrusivas (Fig. 
I) se caracterizan por presentar una superficie morfológicamente muy activa. con abun­
dantes protrusiones y ampollas, mientras que las lisas (Fig. 2) se m anifiesta n con una su ­
perficie celular carente de dichas prolusiones. 

Estas dos subpoblaciones se presentaron en todos los estadios considerados, tanto a las 
12 como a las 24 horas de cultivo, por lo que se adoptan como un primer sistem a de cla­
sificación para analizar a partir de él el resto de las características morfológicas. Los re­
sultados observados en cada estadio están resumidos en la tabla 1. 

- Estadio 6: A las 12 horas de cultivo se observó que la mitad de las células pertenecían 
a cada subpoblación, con un ligero incremento de las protrusivas en los cultivos de 24 

horas. Ambos tipos celulares tienden hacia la esfericidad, pero evidentem ente la s célul~s 
protrusivas presentan un porcentaje mayoritario de células morfológica mente muy acti­
vas, es decir, con abundantes protrusiones (**"') (Fig. 1 ); porcentaje que disminuye I igera­
mente a las 24 horas de cultivo observándose un incremento de células protrus ivas con 
una actividad intermedia(**) (Fig. 3). La subpoblación de células lisas está compuesta en 
su totalidad por células con un aspecto que se corresponde a la denominación de referen­
cia, excepto un pequeño porcentaje de células que presentan a lgunas a mpollas e n l_os 
cultivos de 24 horas. A las 12 horas esta subpoblación presenta las únicas células semia­

planadas observadas en ella (Fig. 4). 
En cuanto a los diámetros celulares se observa que en las células protrusivas son li~~­

ramente superiores a los observados en las lisas. Además, la menor diferenc ia ent re d ,a-

-20-



Fig. 1.-CClula protrusiva. csfCíica. con numerosos «blebs» (b) en su superficie(• ••) observ:ida a las 12 horas de cultivo. 10560 x. 

Fig . 2.- CC::-lula li,a. c~férica. cksp ro \ ista de todo tipo de acti\ icfad vesicular en su ~upcríicic (•). ck·spuCs ele 24 horas de ,·ultÍ\O. 

11440 ' · 
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Fig. 3.-Célula protrusiva scmiaplanada con una actividad protrusiva intermedia( .. ) a las 24 horas de cultivo. 6200 x. 

Fig. 4.- Célula lisa scmiaplanada del estadio 6 a las 12 horas de cult ivo. 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 últimos se observa un aumento generaliza­
do de los diámetros. 

- Eswdio 8: A las 24 horas de cultivo el porcentaje de células de cada subpoblación era 
similar. con un ligero predominio de las protrusivas. Sin embargo a las 12 horas se obser­
vó 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 cua les aparecen semiaplanadas sobre el sust rato. 

La morfología superficia l de las células de cada subpoblación se corresponde con su 
denominación. aunque en ambas subpoblaciones se podían encontrar algunas células 
con morfología intermedia (protrusivas con pocas protrusiones o lisas pero con la pre­
sencia de a lgunas ampollas). 

Los diámetros 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. 

- Eswdiv JO: En el p rimer período de cultivo ( 12 horas) el predominio corresponde a 
las células lisas. diferencia que se acentúa más en los cul tivos 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 pequeño porcentaje de células protrusivas ligeramente semia­
planadas. 

La morfología superficial de las células es muy similar a la observada en el estadio an­
terior, a l igual que los diámetros 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 observó una proporción 
aproximada 2: I de células lisas y protrusivas respectivamente. 

La totalidad de las células lisas se presentaban esféricas, mien tras que en ambos perío­
dos de cultivo aparecían porcentajes ligeramente inferiores al 10 % de células protrusi­
vas semia planadas. Pocas variaciones se presentaron en cuanto a la morfo logía superfi­
cial respecto a los anteriores estadios, apareciendo unos porcentajes considerables de cé­
lulas protrusivas de actividad in termedia. 

Los diámetros celulares presentan valores similares a los observados en estadios a n te­
riores. 

DISCUSION 

En todos los cultivos de células neuroectodérmicas se apreciaron dos subpob laciones 
bien dife renciadas por la morfología de superficie. células prot rusivas y células lisas. de­
nominadas así atendiendo a la característica más notoria de la superficie celular. Aun­
que las células lisas se caracterizaban por presentar una superficie celula r con una escasa 
o , más frecuentemen te, nula actividad protrusiva. el otro tipo de células sí p resentan 
proyecciones celulares tales como filopodios, lamelipodios y/ o pseudópodos-1-~~- En 
cuanto a las células protrusivas, no debemos descartar la posibilidad de que alguna de 
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el las puedan ser fagocitos. ya que durante la neurulación existen importantes áreas de 
muerte celular y las células neuroectodérmicas pueden comportarse como fagocitos no 
profesionales. 

Desde un punto de vista evoluti\'O se puede apreciar cómo varían las proporciones de 
células de cada una de las dos subpoblaciones de los diferentes estadios en el histograma 
1. Así. se puede comprobar que hay un paralelismo entre las proporciones observadas a 
las 12 horas y a las 2-l horas de cultivo en cada estadio. salvo en el estadio 6 con un pre­
dominio de las protrusi\·as a las 2-l horas. mientras que a las 12 horas ambas subpobla­
ciones presentan en un 50 %. En el estadio 8 se siguen observando mayores porcentajes 
de células protrusi\·as. pero a partir del 10 las proporciones se invierten siendo las lisas 
las predominantes. Así pues podemos seíia lar que a medida que avanzan los estadios de 
la neurulación las cél ulas neuroectodérmicas manifiestan en cu ltivo una mayor tenden­
cia a presentar una superficie poco activa, más lisa. Este fenómeno se acentúa más si 
consideramos que además de esa disminución de células protrusivas. las que se presen­
tan como ta les también disminuyen su actividad protrusiva a medida que avanza la neu­
rulación (histograma 4) tanto en los cultivos de 12 como en los de 24 horas. 

Por otra parte se observó. generalmente. que la proporción de células protrusivas era 
menor a las 24 que a las 12 horas de cult ivo. es decir. a medida que las células permane­
cen más horas en cultivo dismi nuye el número de ellas con actividad de tipo vesicular en 
su superficie. 

No se apreció una clara variación de la forma aparente de las protrusivas y aún menos 
en cuanto a la de las lisas (histograma 2 y 3). las cuales prácticamente en todos los casos 
considerados se presentan tendiendo a la esfericidad. Esta forma aparente concuerda con 
las observaciones realizadas por o tros autores 14- 19- 2~ sobre célu las ectodérmicas y neu­
rocctodérmicas de anfibios. las cuales aparecen en culti vo con una forma esférica. U na 
de las características principales de las células epitelia les a isladas es que tienden a redon­
dearse y perder la orientación. no extendiéndose sobre el sustrato y sufriendo una vigoro­
sa vcsicu lación 2-:w . .1 1• Estos hechos se manifiestan claramente en las células neuroecto­
dérm icas aquí estudiadas que aparecen redondeadas, no verificándose en ellas un proce­
so de expansión sobre el sustrato. 

Ot ra de las características anterio rmente mencionada de las células epiteliales aisladas 
es la vesicu lación. característica fundamental de las células protrusivas. Esas ampollas 
celulares o «blebs» han sido observadas en la mayoría de las células embrionarias tan to 
«in vivo» como «in vitro» s· 17. 30 y han servido para definir un tipo de movimiento que 
presentan c ienos tipos de cél ulas: el «blebbing» -12 . si bien lo más frecuente es que esos 
«blebs» se retraigan poco después de haberse formado con lo q ue las células no se mue­
ven. No se conoce con exactitud qué es lo que conviene a un «blcbbing» estacionario en 
uno que provoca movimiento celular, pero hay una serie de factores que parecen crucia­
les. como son la persistencia del «bleb». e l ílujo citoplásm ico dentro de él y la adhesión al 
sustrato. En las células neuroectodérmicas estudiadas los «blebs» no se adh ieren al sus­
trato, característica ésta propia de los blebs de cél ulas estacionarias 29 . 

Estas estructuras vesicu lares ta mbién pueden representar un método de a lmacenaje de 
membrana 1• ta nto ante procesos de redondea miento celular 10 como los provocados por 
inducciones experimenta les (tripsinización). como ante procesos de rápida división ce­
lular 15, lo cual pa rece tener más consistencia en nuestro caso, ya q ue estas células proce­
dentes de embriones en las primeras fases de desarrollo muestran una gra n capacidad 
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proliferativa 18. No obstante, hay que tener en cuenta que los componentes de la matri z 
extracelular han sido objeto de una especial atención como factores que puedan eje rcer 
influencias directas sobre la actividad de la superficie celular. En este sentido la prese n­
cia de la lámina basal parece jugar un papel importante en la estabi lización de la superfi­
cie celular ya que la extracción de esta lámina 16 o la pérdida del contacto de las células 
con dicha capa por la disociación 13 provoca la aparición de «blebs». En c ualq ui e r caso 
tanto para la formación de estas vesículas 16, como para la adquisición y/ o mantc ni m ien­
to de la forma celular de las células embrionarias 6, es el-sitoesquele to el elemen to que 
juega un papel fundamental. 

Por otra parte es necesario destacar la evolución que sufre la presencia de «blebs» así 
como la de las propias células protrusivas a medida que éstas proceden de estadios más 
avanzados, la cual debe estar relacionada con los movimientos morfogenéti cos que ocu­
rren en el embrión, al igual que lo relacionan LE BLANC y BRICK 19 e n las cé lulas ecto­
dérmicas de anfibio en cultivo. En este sentido hemos observado cómo a medida que la 
neurulación avanza se produce en los correspondientes cu ltivos una di sminuc ió n tanto 
del número de células protrusivas (histograma 1) como de la actividad protrusiva dentro 
de esta subpoblación (histograma 4 ). 

Las células protrusivas presentaban siempre valores más altos tanto del diámetro 
mayor como del menor que las células lisas (histograma 6 y 7). Además. por regla gene­
ral, se observó que ambos diá metros experimentaban en ambas subpoblaciones un a u­
mento en los cultivos de 24 horas con respecto a los de 12. La diferencia entre los d iá m e­
tros celulares en ambas subpoblaciones a favor de las protrusivas se explica en v i rt ud de 
que las propias vesiculaciones provocan este aumento de los diámetros. En lo s cu lti vos 
de 24 horas esta diferenc ia disminuye ya que aunque los diámetros aumentan en ambas 
subpoblaciones, en las protrusivas este aumento no se acentúa ta nto debido a que a la 
par hay una reducción de la actividad protrusiva de su superficie. 
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RESUMEN 

Se analizan mediante microscopía electrónica de barrido a lgunas de las caracte rísticas 
morfológicas que presentan las células neuroectodérmicas de pollo e n cultivo y su e vol u­
ción durante la neurulación. 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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y los diámetros. A medida que avanza la neurulación las células muestran en cultivo una 
m enor actividad protrusiva (disminuye tanto el porcentaje de células protrusivas como 
la actividad de su superficie). Los diámetros 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 función de reserva 
de membrana. 

A MORPHOLOGICAL STUDY BY MEANS OF 
SCANNING ELECTRON 

MICROSCOPY OF CHICK EMBRYO NEUROECTODERM 
CELLS IN VITRO DURING 

NEURULATION 

SUMMARY 

Sorne morphological characteristics of chick neuroectoderm cells in culture and 

their evolution during neurulation have been analysed by mea ns of sca nning 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 minar protrusive activity (it decreases both protrusive cell per­

centage and surface activity) as the neurulation proceeds. Diameters a re majar in pro­
trusive cells than in featureless cells as well as in cultures of 24 h tha n in 12 h. Cellu­

lar diameters rema in very constan! at al i stages. A function of membrane reserve is a t­

tributed to the blebs that are present in protrusive cells. 
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