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Resumen

La percepcidn de las diversas modalidades gustativas inicia en la
lengua, en la cual existen estructuras especializadas conocidas como
corpusculos gustativos, los corptisculos se encuentran ubicados en las
papilas gustativas, la cuales se han clasificado en papilas fungiformes,
foliadas y caliciformes. El desarrollo del sistema gustativo en la rata
inicia en etapas tempranas del desarrollo embrionario y termina
cuando el animal es adulto. Se ha descrito la participacién de diversos
factores moleculares durante el desarrollo del sistema gustativo,
como entre los cudles se encuentra la serotonina (5-HT). Se ha
confirmado la participacién de la serotonina en diversos procesos de
desarrollo, a nivel de la corteza cerebral, en el tejido cardiaco, en el
intestino y en la mandibula. Actualmente se desconoce el efecto de
la serotonina sobre el desarrollo de los corpiisculos gustativos, por
lo que en el presente trabajo se decidié administrar un inhibidor
especifico de la sintesis de serotonina, la p-cloro-fenilalanina (PCPA)
durante el desarrollo de la papila caliciforme. Se realizo diseccién de
la papila caliciforme a los 17 dias de gestacién, asi como a los 0, 7,
14, 21 y 60 dias postnatales, se procedid a realizar cortes histolégicos
y tincién de hematoxilina-eosina. Posteriormente se realizo conteo
de corpusculos y andlisis de la morfologia. Los resultados obtenidos
mostraron alteraciones en la morfologia de la papila caliciforme y
reduccién en el nimero de corpusculos gustativos en los animales
tratados con PCPA. Los datos mostrados apoyan la hipétesis de
la existencia de un sistema serotoninérgico inherente al epitelio
lingual, donde la serotonina participa probablemente como factor
tréfico durante el desarrollo de la papila caliciforme de la rata.
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Abstract

The perception of different taste modalities start in the tongue by
specialized structures known as taste buds which are located in
the taste papillae’s. Taste papillae has been classified in fungiform,
foliate and circumvallated. The development of the taste system in
the rat starts in early stages of embryonic development and finish
at the adult stage. In the development of the taste system has been
described various molecular factors such as serotonin (5-HT). It has
confirmed the involvement of serotonin in various developmental
processes at the level of the cerebral cortex, heart tissue, in the gut
and mandible. The serotonin-dependence of taste buds function
is currently unknown, so, in the present work we decided to
administer a specific inhibitor of serotonin synthesis, the X-chloro-
phenylalanine (PCPA) during the development of the circumvallated
papillae. We performed dissection of circumvallated papillae at 17
days gestation and at 0, 7, 14, 21 and 60 postnatal days; we did
histological sections and hematoxylin-eosin staining. Taste buds
were counted and morphologically. The results showed alterations
in the morphology of the papillae and reduction in the number of
taste buds in animals treated with PCPA. These data support the
hypothesis of the existence of a serotonergic system inherent to
lingual epithelium, where serotonin participates probably as a
trophic factor during development of the rat taste papillae.
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Introducciéon

La deteccién de las diversas modalidades gustativas es realizada
por el sistema gustativo, el primer elemento en el reconocimiento
de las moléculas sdpidas es llevado a cabo por un tipo de células
especializadas conocido como células gustativas (Zuker et
al., 2006). Las células gustativas se encuentran agrupadas en
corptsculos gustativos, los cudles se consideran la unidad funcional
del sistema gustativo periférico. Los corpuisculos se encuentran
localizados en las papilas gustativas, las cuales han sido clasificadas
atendiendo a su morfologfa en papilas foliadas, fungiformes y
caliciformes (Roper, 2007). El desarrollo del sistema gustativo
periférico inicia en etapas tempranas del desarrollo embrionario,
en la rata se ha propuesto que el desarrollo de la lengua inicia
en el dfa embrionario 9.5 (E9.5) con la induccién de la placa
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epibranquial que formara las estructuras primarias de la lengua
y de las papilas gustativas durante el periodo comprendido
del dia embrionario 11 (E11) y hasta el dia embrionario 16.5
(E16.5). Los corpuisculos gustativos aparecen a partir del dia 20
de gestacién y son funcionales hasta después del nacimiento, el
desarrollo de la inervacién va a la par que el desarrollo de las
estructuras primarias de la lengua y del epitelio lingual, en el dia
19 de gestacidn se presentan las primeras vesiculas presindpticas
al interior del corpisculo gustativo (Zhang er al, 2001). El
desarrollo concluye cuando la rata es un animal adulto a los 60 dias
postnatales (P60) (Krimm, 2007). Actualmente se han descrito
los procesos de desarrollo del sistema gustativo periférico, pero
aun existen interrogantes sobre los diversos factores moleculares,
as{ como, las funciones de estos factores durante el desarrollo del
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sistema gustativo. Se ha confirmado la participacién de factores
de transcripcion de la familia eyes absent (Eya) y de la familia SIX,
los cuales son fundamentales para asegurar la divisién celular
durante la formacién de la placa epibranquial (Zou ez al., 2004),
de forma paralela se ha demostrado la presencia de moléculas
como el factor neutrofico derivado del cerebro (BDNF), proteina
morfogénica del hueso (BMP), neutrofinas (NTs) y serotonina
(5-OH-triptamina, 5-HT) (Krimm, 2007).

La serotonina en los mamiferos adultos participa en la
regulacién de los ciclos circadianos, conducta sexual, procesos
de aprendizaje y memoria (Cook ¢t al., 2000), ademds, participa
en la regulacién de la Na+/K+-ATPasa en la corteza cerebral
(Mercado et al, 1992). La diversas funciones de la 5-HT son
mediadas a través de la activacidn de receptores especificos, los
cuales son conocidos como receptores serotoninérgicos y a la
fecha se han aceptado 7 familias y 15 subtipos (Varnis, 2005). La
5-HT es sintetizada a partir del aminodcido esencial L-tript6fano,
la via biosintética consta de dos etapas, en la primera se hidroxila
al L-triptéfano para formar el 5-hidroxitriptéfano, esta es la
reaccién limitante de la via y es realizada por la enzima conocida
como triptéfano-5-hidroxilasa (TPH), de la cual se han descrito
dos isoformas TPHI1 y TPH2 (Walther, 2009). La segunda
reaccién consiste en la descarboxilacién del 5-hidroxitriptéfano
para formar la 5-HT, esta reaccién es mediada por la enzima
conocida como descarboxilasa de los aminodcidos aromdticos
(AADC).

En relacién con el sistema gustativo y la 5-HT, se sabe que
en humanos adultos la 5-HT participa en la transduccién de las
modalidades dulce y amarga (Heath ez a/., 2006), pacientes con
problemas en la regulacién enddgena de serotonina, como es la
depresion y la anorexia, han mostrado trastornos en la percepcion
de las diversas modalidades gustativas. Se ha demostrado también,
que las células gustativas del ajolote, ratén, rata, conejo entre
otras especies, tienen la capacidad de almacenar y liberar 5-HT
(Fujimoto et al., 1987; Kim & Roper, 1995; Yee ¢t al., 2001) y
en ratas adultas se ha demostrado la expresion de los receptores
5-HT1A y 5-HT3 en los corpisculos gustativos de la papila
caliciforme (Herness et al., 2004). Por otro lado, se identificé
la expresién de la proteina transportadora de la serotonina (5-
HTT) en las células gustativas de la rata (Ren ez a/., 1999), estos
antecedentes sugieren la probable participacién de la serotonina
en las procesos de comunicacién celular al interior del corptsculo
gustativo ya sea mediante mecanismos de comunicacién
convencional o paracrina (Sugita, 2006), asi como la presencia
de un sistema serotoninérgico inherente al epitelio lingual.

Aunado a las funciones descritas de la serotonina en animales
adultos, se ha corroborado el papel como factor tréfico de la
serotonina durante el desarrollo de diversas especies, por ejemplo,
en el cerebro de fetos de rata a los 12 dias de gestacién aparecen
células con fenotipo serotoninérgico (Fujiyima er al., 1986),
también, se demostrd que al administrar L-triptéfano a ratas de
15 dias de gestacién se produce un incremento en la actividad
de la TPH cerebral (TPH2) de los fetos de las ratas (Chagoya &
Herndndez, 1983), existe evidencia experimental que demuestra
que la serotonina es esencial para el desarrollo del corteza cerebral
motora de la rata (Vitalis ez a/., 2007), al igual que participa en
los procesos de desarrollo del tallo cerebral mediante la activacién
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de los receprores 5-HT ,, 5-HT,, y 5-HT,. (Volgin ez al.,
2003). La participacién de la serotonina como factor tréfico no
solo se limita al desarrollo del SNC, también se ha puesto en
evidencia la dependencia del desarrollo cardiaco hacia la 5-HT,
mediante la activacién del receptor 5-HT,, (Nabigil ez 4/,
2000), la serotonina al activar los receptores de la familia 5-HT,
y 5-HT, promueva la diferenciacién de las neuronas entéricas en
embriones de rata (Fiorica-Howells ez /., 2000). En relacién al
sistema gustativo actualmente se conoce que las células gustativas
de fetos de ratén de 15 y 17 dias de gestacién expresan las dos
isoformas de la TPH (Ortiz ez al., 2006). Actualmente se cuenta
con poca informacién sobre la participacién de la serotonina
durante el desarrollo del sistema gustativo periférico, por lo cual
el objetivo del presente trabajo fue evaluar si existen cambios
en el nimero de corpusculos gustativos y en la morfologia de la
papila caliciforme de ratas tratadas con un inhibidor selectivo de
la sintesis de serotonina, administrado durante las etapas clave
del desarrollo del sistema gustativo.

Materiales y Métodos

Para el presente estudio se utilizaron ratas hembra nuliparas
adultas de la cepa Wistar, las cuales fueron mantenidas en
condiciones estindar en el bioterio de la Facultad de Quimico
Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolds
de Hidalgo, con alimentacién y agua ad libitum. Cumpliendo
los protocolos actuales para el uso y manejo de animales de
investigacién (86-609-ECC).

Las ratas fueron pareadas y el dia que se observo el tapén
vaginal fue considerado como dia embrionario 0 (E0). Se
procedid a formar dos grupos, el grupo control y el tratado con
el inhibidor selectivo de la sintesis de serotonina el cual fue la
PCPA. El grupo tratado con PCPA fue administrado en el dia
12 de gestacién con una dosis de 300 mg/kg de peso corporal,
el efecto inhibitorio fue mantenido del dfa 13 al 17 de gestacién
con una dosis diaria de 100 mg/kg de peso corporal. Todas las
administraciones fueron realizadas por via intraperitoneal (IP)
y al grupo control se le administro inicamente el vehiculo que
consisti6 en Tris-HCI pH = 7.4

Diseccién de la papila caliciforme: Los corpusculos gustativos
en la rata aparecen al dfa embrionario (E) 20 (E20), en el presente
trabajo se analizo la morfologfa de la papila caliciforme a partir
de E17 y el ntimero de corptisculos gustativos se analizo a partir
del dia postnatal cero (P0). Para E17 se procedi6 a sacrificar a
la madre mediante lesién cervical y posteriormente se realizo
operacién cesdrea, los fetos fueron colocados en solucién buffer
de fosfatos (PBS) con pH = 7.4, en placa fria se realizo diseccién
de la lengua y se procedi6 a almacenar en PAF al 4% a 4°C. En
el caso de las etapas posnatales se realizo diseccion de la lengua
a PO, P7, P14, P21 y P60, las ratas fueron sacrificadas mediante
lesién cervical, se realizo diseccién de la lengua y fue almacenada
en PAF al 4% a 4°C. Una vez colectadas las lenguas se procedié a
realizar la crioproteccién con agarosa, la cual consistié en lavados
de 24 h a 4°C con soluciones de sacarosa al 10%, 20% y 30%,
al finalizar la etapa de crioproteccién se realizo diseccién de la
papila caliciforme y se procedié a incluir la papila en una resina
sintética para ser colocada a -70°C durante 24 h. Al finalizar la
inclusién se procedié a realizar cortes histoldgicos en el criostato
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del laboratorio de patologfa del Hospital Civil de Morelia, los
cortes fueron realizados con un espesor de 16 pm. Los corpusculos
gustativos fueron contados empleando el método modificado de
Bradley ez a/ 1980, revisando cada papila en corte secuencial por
triplicado tanto de los animales control y tratados con PCPA. La
morfologia fue evaluada empleando el programa “Image] 1.42”
tomando en consideracién la longitud, amplitud de la trinchera
y el tejido epitelial.

Los datos del nimero de corpusculos y del andlisis de la
morfologia fueron analizados con el programa GraphPad Prism
3.0, calculando la media * error estdndar y empleando la prueba
de “t de student” para determinar si las diferencias observadas
fueron significativas.

Resultados

La figura 1 muestra los resultados del nimero de corpusculos
gustativos de la papila caliciforme de animales control y tratados
con PCPA. En los animales control se observé una curva de
desarrollo con incrementos en el nimero de corpusculos,
con forme el animal se acerca a la edad adulta hasta llegar a
aproximadamente a 200 corpusculos por papila. En relacién a
los animales tratados con PCPA se observé una disminucién
significativa en el nimero de corptsculos gustativos, a excepcién
de P7, en PO existi6 una disminucién de 60.6%, en P14 se
observo una disminucién del 28.5%, en P21 la disminucién fue
del 50.8% y en P60 se presenté una disminucién del 26.3%.

En la figura 2 en el panel A se muestra una fotomicrografia
tomada (40X) de la papila caliciforme control en E17, donde
se observa la estructura primaria de la papila en desarrollo, no
se observan corpusculos gustativos lo cual corrobora los datos
experimentales de la aparicién de los corpusculos hasta el dia
20 de gestacién (Zhang ez al., 2001). En el panel B se muestra
una fotomicrografia tomada (40X) de la papila caliciforme en
E17 de un animal administrado con PCPA, al igual que en el
panel A, no existen corptsculos gustativos, pero se presentd
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Figura 1. Numero de corpiusculos gustativos en la papila caliciforme de
animales control y tratados con pCPA. X * E.E. de tres papilas medidas por tres
observadores independientes. ** P < 0.001, *** P < 0.0001 de tres experimentos
realizados por triplicado.
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un incremento del epitelio (flechas largas) y se observéd un
adelgazamiento de la parte media de la papila (Flechas cortas).
En el panel C se muestra la fotomicrografia tomada (10X) de
la papila caliciforme control en P60 donde se distinguieron
claramente los corpusculos gustativos, as{ como, la morfologfa en
el animal adulto. En el panel D se muestra una fotomicrografia
tomada (10X) de la papila caliciforme del animal tratado con
PCPA, se observo una disminucién en nimero de corpusculos,
de forma paralela se presenté un incremento en la longitud de
la papila (linea punteada), asi mismo, se observé un incremento
epitelial (flechas) y se observé una reduccion en la amplitud de la
trinchera (linea negra).

En la figura 3 se muestra el andlisis de la longitud medida
en micrémetros (pm) de la papila caliciforme de animales
control y tratados con PCPA, en el caso de los animales control
se observo una curva de crecimiento con incrementos graduales
en la longitud hasta llegar a su longitud final. En relacién al
animal tratado con PCPA se observé un incremento gradual de
la longitud, pero se presentaron alteraciones en el desarrollo, en
P21 se presento una disminucién significativa de la longitud de
la papila en relacién a la papila control, en cambio se observo un
incremento significativo en E17 y P60 en los animales tratados
con PCPA.

En la figura 4 se muestra el andlisis de la amplitud de la
trinchera de la papila caliciforme medida en micrémetros (pm),
en la cual se encontré que en la papila de animales control la
trinchera fue incrementando de forma gradual, en cambio en los
animales tratados con PCPA la trinchera presentd alteraciones en
su amplitud, en PO y P7 se observd un incremento y de forma
contraria en P14, P21 y P60 se presento una reduccion.

En la figura 5 se presenta el andlisis del tejido epitelial medido
en micrémetros (pm), para los animales control se presenté una
curva de desarrollo en la cual se observaron incrementos durante el
desarrollo de la papila. Para el caso de los animales administrados
con PCPA en E17 y PO se observa un incremento epitelial, pero
a partir de P7 y hasta P60 se present6 una reduccién epitelial
significativa.

Discusion

Existen reportes sobre el nimero de corpusculos gustativos en la
papila caliciforme de la rata, pero no sobre el incremento gradual
de los corpusculos durante el desarrollo de la papila caliciforme,
en este sentido, el presente trabajo muestra las primeras
evidencias experimentales sobre la ontogenia de los corpusculos
gustativos, de la misma manera, los resultados mostrados sobre
los pardmetros morfoldgicos de la papilla caliciforme durante el
desarrollo del tejido lingual, determinados en este estudio, son
la primera evidencia experimental existente a la fecha. Estos
resultados sugieren que en el caso de la papila caliciforme de la
rata, la longitud, la amplitud de la trinchera y tejido epitelial se
incrementan hasta presentar la morfologia caracteristica de la
papila del animal adulto. En el caso del niimero de corpisculos
gustativos, los resultados presentados muestran un incremento
gradual hasta llegar a ser aproximadamente 200 corpusculos
por papila, lo cual concuerda con los datos mostrados por otros
investigadores (Suzuki, 2007), a pesar de que la papila caliciforme
solamente es una en los roedores, ésta representa el 40% de los
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corptsculos gustativos totales de la lengua, esto permite tener
una visién general de lo que pasa en los demds corpusculos del
resto de la lengua, cuando existe alguna alteracién durante el
desarrollo.

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar los
cambios en el nimero de corpisculos y en la morfologia de la
papila caliciforme de la rata, cuando es administrado un inhibidor
selectivo de la sintesis de serotonina durante las etapas clave del
desarrollo del sistema serotoninérgico, en ese sentido la PCPA
ha mostrado ser una buena herramienta farmacolégica para
inhibir la sintesis de serotonina, puesto que atraviesa la placenta
al igual que atraviesa la barrera hematoencefilica (Moore &
Hampton, 1974), produciendo inhibicién de la actividad de la
TPH1 y TPH2. En el presente trabajo se empleo un esquema
de administracién similar al utilizado por Vitalis ez a/. (2007), el
cual demostré que la administracién de 300 mg/kg de peso de
PCPA reduce el 50% de la concentracién de 5-HTen las primeras
6 horas y a las 72 horas la reduccién es del 90%. Otra ventaja
que ofrece el empleo de la PCPA es que los animales tienen un
periodo de vida mayor en comparacién a los animales K.O. y la
inhibicién de la TPH es reversible, puesto que a las 72 horas de la
ultima administracién de PCPA la concentracién de serotonina
es normal, este fenémeno no se presenta cuando se administra la
5,7-dihidroxitriptamina el cual es un neurotéxico que produce
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Figura 2.- Panel A fotomicrografia tomada (40X)
en E17 a la papila caliciforme de un animal
control, no existen corpusculos gustativos aun.
Panel B fotomicrografia tomada (40X) en E17 a la
papila caliciforme de un animal tratado con PCPA,
se presenté incremento epitelial (Flechas largas)
y disminucién de la parte media (Flechas cortas).
Panel C fotomicrografia tomada (10X) en P60 de la
papila caliciforme de un animal control, se observaron
claramente los corpusculos gustativos, asi como, la
morfologia caracteristica de la papila adulta. Panel D
fotomicrografia tomada (10X) a la papila caliciforme
de un animal tratado con PCPA, la linea punteada
indica la longitud de la papila, la linea continua indica
la trinchera y las flechas indican el epitelio.

muerte celular (Vitalis ez /., 2007; Butkevich ez al., 2005).

En el caso de los animales del grupo control, los resultados
de los pardmetros medidos, muestran una curva de desarrollo
ontogénico normal, es decir, se presentan incrementos graduales
dependientes de la edad del animal. De forma paralela en los
animales que fueron administrados con PCPA se observaron
cambios en la morfologfa de la papila caliciforme, estos cambios
consistieron en modificaciones en la longitud, amplitud de
la trinchera y tejido epitelial, lo cual sugiere que la serotonina
podria estar participando en los procesos de desarrollo inherentes
a la papila. En relacién al nimero de corpusculos gustativos se
presentd una reducciénaP0, P14, P21 y P60, en P7 no se presento
diferencia significativa, lo cual podria eventualmente atribuirse a
la activacién de por lo menos algiin mecanismo molecular en P7
que intenta restablecer la cantidad de corpusculos en relacién al
animal control, sin embrago, este mecanismo no es suficiente y
termina la papila con una reduccién en el total de corptsculos.
En cuanto al comportamiento en los cambios en longitud y
amplitud de la papila caliciforme en las diferentes etapas del
desarrollo de la rata (nacimiento, destete, madurez) en el grupo
administrado con PCPA, se pueden atribuir justamente al efecto
de disminucién de la concentracién de serotonina, la cual en
éstas diferentes etapas tiene un papel regulador sobre las mismas.
La funcién que presenta la serotonina durante el desarrollo de
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Figura 3. Longitud de la papila caliciforme (um) de animales control y tratados
con PCPA. Se muestra X * E.E. de 5 papilas. * p < 0.05 **p <0.001, ***p < 0.0001.
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0.001, *** p < 0.0001.
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la papila caliciforme no estd del todo entendida, el presente
trabajo apoya la hipétesis de que la serotonina participa como
factor tréfico durante la ontogenia de la papila caliciforme, asi
mismo, los resultados mostrados en el presente trabajo, también
sugieren la existencia de un sistema serotoninérgico inherente al
epitelio lingual, al disminuir sensiblemente la concentracién de
la serotonina durante las etapas clave del desarrollo del sistema
gustativo se presentan alteraciones en la plasticidad de este
sistema.

Se ha demostrado que la participacién de la serotonina en los
procesos de desarrollo estd ligada a la regulacién de la actividad
de diversas proteinas y/o expresién de diversos genes, los cuales
conducen al desarrollo y diferenciacién celular. Por ejemplo,
al alterar la via serotoninérgica el desarrollo del corazén en
ratones, se presenta perdida de la diferenciacién celular la cual es
acompanada de una reduccién en la expresion de los receptores
para tirosincinasa ErbB-2 (Nebigil ez al, 2000). De forma
complementaria, se ha descrito que al bloquear la accién de la
serotonina en cultivos celulares de mandibula de embriones de
ratdn, se presentan malformaciones llevando a la par alteraciones
en la expresién de genes como la Tenascina, proteina principal de
cartilago y proteinas de unidn a calcio (Moisewitsch & Lauder,
1997). En el caso de los animales administrados con PCPA los
resultados mostraron alteraciones en los procesos de desarrollo
y diferenciacién celular en la papila, lo cual se observa con la
reduccién del nimero de corpusculos gustativos y las alteraciones
morfolédgicas. Estos eventos pueden involucrar cambios en la
regulacién de la expresién de diversos genes, por ejemplo, la
tenascina, receptores para tirosincinasa, proteinas de unién a
calcio, proteincinasas, entre otras.

Eventualmente serd importante determinar qué tipo de
receptores serotoninérgicos participan en el desarrollo de la papila
caliciforme, asi como, describir las posibles alteraciones en la
expresion y/o funcionalidad de los posibles receptores implicados
y de forma paralela evaluar las posibles modificaciones en la
percepcidn de las diversas modalidades gustativas en los animales
que fueron administrados con PCPA.
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