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Células Neuroendocrinas en Yemas Gustativas Primordiales

Neuroendocrine Cells in Primordial Taste Buds
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RESUMEN: El objetivo del trabajo fue identificar la presencia de células neuroenddcrinas en yemas gustativas primordiales (fetales)
humanas. Fueron utilizadas 15 lenguas fetales humanas obtenidas de abortos espontaneos (tiempo g23)estaaitas) de pacientes
ingresados en el Hospital General, Chihuahua, México. Una muestra representativa del apex lingual fue embebida eropgadsiagy ¢
micras para ser procesadas con la técnica inmunohitoquimica utilizando los siguientes anticuerpos: Anti-sinaptofisit@inanti-pro
neurofilamento; anti-cromogranina; anti-citoqueratina 20; y anti proteinas-S100. El protocolo de investigacion fue aprolsadorptis
de bioética de las instituciones participantes. Se obtuvo la autorizacion de los padres para la utilizacion del maiedal lasléglulas
gustativas fetales fueron fuertemente positivas a cromogranina, y negativas a sinaptofisina. Las papilas gustativagfetalesbtraron
inmunorreactividad positiva contra citoqueratina 20, mientras que fibras nerviosas intragemulares mostraron inmunorieEatti&idad
anticuerpos anti-proteina neurofilamento. Las fibras nerviosas subyacentes al epitelio gustativo fueron positivas aqoSgmagstra
evidencia inmunohistoquimica de la presencia de células neuroenddcrinas gustativa en yemas gustativas linguales primandisles hu
Esto sugiere una probable participacion neuroendocrina o paracrina en el desarrollo de las yemas gustativas humanas.
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INTRODUCCION

Las yemas gustativas son receptores epiteliales altéouble knockout demostraron que la formacion de células
mente especializados cuya citoarquitectura ha sido bien dgastativas no requiere la presencia de inervacion gustativa y
crita (Justet al, 2005; Miuraet al, 2006). Sin embargo, los somatosensorial (etapa independiente del nervio). Sin embar-
procesos que intervienen en su desarrollo y maduracion g, las células gustativas requieren la presencia de inervacion
son totalmente comprendidos. Se han propuesto dos modglaga su mantenimiento y maduracion (fase dependiente del
de participacion neural en el desarrollo de las yemas gustativ@stvio) (Itoaet al). Estos hallazgos sugieren un posible parti-

El modelo de “induccion neural” propone que fibras nerviceipacion paracrina o neuroendocrina en la formacion de las

sas periféricas inducen la formacion de las yemas gustativgeinas gustativas. Sin embargo, en nuestro conocimiento, la

mientras que el modelo de "especificacion temprana” sugignesencia de células neuroendocrinas en yemas gustativas en

la existencia de areas especificas en el epitelio orofaringsssarrollo no ha sido demostrada. Por lo anterior el principal

embrionario que son inducidas hacia epitelio gustativo dobjetivo del presente trabajo fue la identificacion

rante la gastrulacion. Posteriormente las yemas gustativagrgaunohistoquimica de células neuroendocrinas en yemas

desarrollaran en este epitelio especificado a través de indgastativas humanas fetales.

cién paracrina (Northcutt, 2004). Sin embargo y a pesar del

neurotrofismo mostrado por las yemas gustativas (Farbam,

1972), modelos experimentales han podido demostrar la fMATERIAL Y METODO

macién de yemas gustativas alin en ausencia de contacto con

tejido neural (Barlovet al, 1996; Graziadei & DeHan, 1973;

Toyoshimeet al, 1984). Quince lenguas fetales humanas fueron incluidas en el
presente estudio. Los fetos fueron secuelas de abortos espon-

Recientemente Itoa y colaboradores (&bal, 2010), taneos de pacientes atendidos en la unidad ginecolégica en el
utilizando como modelo experimental ratones BDNFxNT-Blospital General, Chihuahua, México. Ninguno de los fetos
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mostré, macroscopicamente, dismorfologias. La edaub anti-CK20 fue seleccionado al ser considerado un

gestacional de los fetos fue establecida siguiendo los criterinmunomarcador especifico de yemas gustativas (Batrett

propuestos por Lewis y Perrin (Lewis & Perrin, 1999). Dal., 2000). El control positivo para anti-sinaptofisina fue te-

acuerdo con estos criterios, el promedio de la longitud céfgido cerebral; para anti-cromogranina y anti-CK20 fue tejido

— pélvica, de los fetos fue 18,1 a#,45 cm (rango 19,5-16,3 pancreatico. El control positivo a proteina S100 fue un

cm). Para propésitos de investigacion las muestras fueron agraurilemoma y para anti-PNF fue tejido nervioso periférico.

padas segun su edad gestacional en dos grupos: Grupo 1Les-muestras fueron codificas de tal manera que los observa-

yas edades gestacionales fuesdi8 semanas postovulacién,dores (RFG/ACS) nunca conocieron la edad fetal de cada

formado por 8 fetos; y grupo 2 compuesto por 7 fetos cuyasiestra. El protocolo de investigacion fue aprobado por los

edades gestacionales fueeof9 semanas postovulacion.  comités de bioética de las instituciones involucradas. El ser-
vicio de patologia, asi como los padres otorgaron su autori-

Las lenguas fueron removidas y una muestra repreacion para el uso del material biolégico.

sentativa de su apex fue obtenida y fijada en formalina

tamponada al 10% por un minimo de 24 horas. Después del

tiempo de fijacién, las muestras fueron embebidas en par&&ESULTADOS

na, cortadas a @m y tefiidas con la técnica de tincién de

Hematoxilina-Eosina. Cortes histolégicos adicionales fueron

obtenidos y procesados con la técnica de inmunohistoquimi€xomogranina. De las ocho muestras del grupo 1, cinco

La técnica de inmunohistoquimica fue realizada con el Ki62,5% presentaron una intensa reaccién positiva a

Immunodetector HRP/DAB (BioSB ®, Santa Barbara, CA)}cromogranina en el epitelio gustativo. De las siete muestras

Posterior a su incubacién en anticuerpos primarios, las mudst grupo 2, seis (85.7%) mostraron inmunoreaccion positi-

tras fueron lavadas e incubadas en los anticuerpos secundaa la cromogranina en las células gustativas de yemas

rios siguientes: anti-sinaptofisina (dilucion 1:1500), anti-pragustativas desarrolladdBig. 1-A). Las células gustativas

teina neurofilamento (PNF) (dilucién 1:100), anti-cromogranina-positivas tuvieron una forma ahusada con una

cromogranina (dilucién 1:300), anti-citoqueratina 20 (CK20)rolongacién citoplasmatica dirigida hacia la region de poro

(dilucién 1:50) y anti proteina-S100 (dilucion 1:800). Logustativo (Fig. 1-B).

anticuerpos anti-sinaptofisina y anti-cromogranina fueron es-

cogidos para identificar células gustativas neuroendocrinasitoqueratina 20. El epitelio gustativo del grupo 1 fue leve-
mente positivo a CK20 (Fig. 1-C), mientras que en el grupo 2

El anticuerpo anti-cromogranina es un marcadael epitelio gustativo y las yemas gustativas fueron fuertemente

inmunohistoquimico especifico de células neuroendécrinpssitivos a este mismo anticuerpo (Fig. 1-D).

(Jenseret al, 1990; Leone & Taccagni, 1990; Wiedenmann

et al, 1988). Los anticuerpos anti-PNF y anti proteina-S10Proteina S100En ambos grupos, las fibras nerviosas situa-

fueron utilizados para identificar fibras nerviosas. El anticuettas debajo de las papilas fungiformes mostraron fuerte

Tabla I. Caracteristicas inmunohistoquimicas de yemas gustativas primordiales humanas.

Caso numero (edad Ck 20 S-100 PNF CROMGR SINPT
gestacional en semanas)
114 + - - + _
2(16) - - - - -
3(16) + - + + -
Grupo 1( ) Edad 4(16) + - _ _ _
postovulatoria <18 5(16) + . - + _
semanas) 6 (16) N } } N }
7(@18) - - - - -
8(18) + - - + -
919 + - + -
10 (19) + - - - -
Grupo 2 (Edad 11 (19) + - - + -
postovulatoria > 19 12 (20) + _ + _ _
semanas) 13 21) 4 _ _ 4 _
14 (22) + - + + -
15 (22) + - + + -
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e A B L

Fig. 1. Caracteristicas inmunohistoquimicas de yemas gustativas primordiales humanas. A. Células gustativas de yemas gustativa
ptimordiales de un feto humano, mostrando fuerte inmunoreactividad a cromogranina. Grupo 1. X1000. B.- Célula gustativa
inmunopositiva a cromogranina. Se observa su forma ahusada. Grupo 2. X1000. C. Yema gustativa mostrando inmunoreactividad
a citoqueratina 20. Grupo 2. X400. D. Células gustativas con fuerte inmunoreactividad a citoqueratina 20. Grupo 1. X1000.E.
Fibra nerviosa localizada en el core de una papilla lingual con inmunoreaccion a proteina S-100. Grupo 2. X250. F. Esta
microfotografia muestra fibras nerviosas intragemulares con inmunoreaccion a pretina del neurofilamento. Grupo 1. x400.
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inmunorreaccién a proteina S100 (Fig. 1-E). No se obsertar presentes en células no neuronales, por ejemplo, células
inmunorreactividad a la proteina S100 en los tejidds pancreaticas y células cromafines (Thomas-Reetz & De
epiteliales, ya fueran gustativos o no gustativos. Camilli, 1994). Asano-Miyoshi y colaboradores (Asano-

Miyoshi et al) utilizando muestras de tejido lingual de ratas
Proteina del neurofilamenta En el grupo 2 tanto las fibras Wistar de 5 semanas de edad, reportd la presencia de
nerviosas libres asi como las fibras intragemulares mostsiraptofisina en yemas gustativas, proponiendo que las cé-
ron reaccion inmunohistoquimica positiva contra PNF (Fidulas gustativas expresan sinaptofisina como un probable
1-F). componente de su sistema de neurotransmision. No obser-

vamos inmunorreaccidon a sinaptofisina en las yemas
Sinaptofisina. En ambos grupos no se encontr@ustativas o en el epitelio gustativo. Una posible justifica-
inmunorreactividad contra sinaptofisina en el epitelicion para este hecho pudiera radicar en las diferencias en
gustativo. los disefios experimentales.

El total de caracteristicas inmunohistoquimicas de las El anticuerpo anti-CK20 es un marcador
muestras analizadas son mostradas en la Tabla I. inmunohistoquimico selectivo del epitelio gastrointestinal,
urotelio, células de Merkel y algunos carcinomas de células
pequefas de glandulas salivales (Céizal); ademas, y de
DISCUSION especial importancia para el presente estudio, se ha reporta-
do que las yemas gustativas muestran inmunorreactividad a
este anticuerpo (Barrettal). Reportes de la literatura cien-
Este articulo proporciona nueva informacion acerca déica sugieren que la inmunorreactividad positiva a CK20
las caracteristicas inmunohistoquimicas de las yemasstrada por las yemas gustativas es posterior a la presen-
gustativas humanaespecificamente sobre la presencia deia de fibras nerviosas (Wit al, 2000).
células gustativas neuroendécrinas. Se identifico
inmunoreaccion positiva a CK20, proteina S100, PNF y, de La proteina S100 y la PNF estan relacionadas a dife-
acuerdo con el principal objetivo, hacia cromogranina. Lasntes proteinas presentes en fibras nerviosas. ldentificamos
resultados sugieren que las células gustativas fuermmunorreactividad a los anticuerpos anti-proteina S100 y
cromogranina-pasvas pero sinaptofisina-negativas. anti-PNF en las fibras nerviosas localizadas en el core de
tejido conectivo de las papilas fungiformes. La presencia de
La presencia de cromogranina en las yemas gustatiidsas nerviosas S100-positivo en papilas fungiformes y en
ha sido reportado por Dvoryanchikewal.( 2007). En célu- el tejido conectivo subyacente a las yemas gustativas ha sido
las neuroenddcrinas, la cromogranina es un componenterdportado (Astbackt al, 1995)
las vesiculas de centro-denso grande que almacenan
monoaminas hasta su eventual liberacion. En yemas gustativas  Los resultados del presente estudio muestran que
desarrolladas de ratones la cromogranina esta dispudsi células gustativas en desarrollo son sinaptofisina-ne-
citoplasmaticamente en las células presinapticas (célulgativas. Esto sugiere una yema gustativa primordial no
gustativas tipo Ill) (Dvoryanchikogt al). En el presente re- funcional. Entonces pudiera ser propuesto que la
porte las células gustativas mostraron fuerte inmunoreactividatnunorreactividad contra cromogranina podria estar re-
a el anticuerpo anti-cromogranina. Este es el primer inforntecionada con vesiculas de nucleo-denso grande que al-
gue muestra inmunorreactividad positiva a cromogranina emacenan NE y como tal ser evidencia indirecta de la par-
yemas gustativas humanas en desarrollo. ticipacion neuroendocrina en el desarrollo de las yemas
gustativas. Sin embargo a la fecha esta suposiciéon es me-
En el desarrollo de las yemas gustativas ha sido samente especulativa por lo que disefios experimentales y
gerido una probable participacion neuroendocrina (Barloprotocolos de investigacion deben ser disefiados ex-pro-
et al; Graziadekt al; Toyoshimaet al) y paracrina célula- fesor para rechazar o aceptar esta hipotesis.
célula (Asano-Miyoshet al, 2009). Nuestros resultados
apoyan morfolégicamente esta sugerencia, sin embargo, es  En conclusion, los hallazgos del presente reporte ofre-
necesario que estos hallazgos sean confirmados. Una dalde eviden@ inmunohistoquimica de la presencia de célu-
técnica de tincion inmunoquimica anti-CK20 y antidas gustativas neuroendocrinas en yemas gustativas fetales
cromogranina pudiera ser util. humanas La importancia de la participacion neuroendocrina
en la ontogenia de las yemas gustativas debe establecerse uti-
La sinaptofisina es una importante proteina integrdzando un proyecto de investigacion experimental animal di-
de la membrana de las vesiculas sinapticas, que puedersefado especialmente para ese premosi
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SUMMARY : The objective was to identify the presence of neuroendocrine cells in primary taste buds (fetal) cells. We used 15
human embryionic fetal tongues derived from human spontaneous abortions (23 weeks gestation time) of patients admitedral the G
Hospital, Chihuahua Mexico. A representative sample of lingual apex was embedded in paraffin and cut to 3 microns priocesses by
histochemical technique using the following antibodies: anti-synaptophysin, neuro filament anti-protein, anti chromog+eitokeaatin
20 and S100 anti proteins. Research was approved by bioethics committees of the participating institutions. Permissioredvas obta
from the parents to use the biological material. The taste bud fetal cells were significantly positive for chromograneptoghggim
negative. The human fetal taste buds showed positive immunoreactivity against cyto keratin 20, while nerve fibers urelgugtatptly
epithelium were positive for S100 protein. Immunohistochemical evidence shows the presence of neuro endocrine cellsiimbdizn pr
taste bud papilla. This suggests a probable neuro endocrine or paracrine participation in the development of human taste buds.

KEY WORDS: Taste buds; Taste bud cells; Neuroendocrine; Chromogranin.
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