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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue identificar la presencia y localizacién de células secretoras de
hormonas en el duodeno del coipo (Myocastor coypus bonariensis) tanto en estadios fetales
como en el adulto mediante la utilizacién de un anticuerpo policlonal anticromogranina A. Se
trabajé con duodenos de fetos de 60, 75, 90, 105, 120 y 135 dias poscoito (dpc) y de adultos.
Las muestras se fijaron en formol bufferado al 10%, se procesaron con técnicas histolégicas
de rutina y se efectuaron cortes seriados de 5 pm. Para la determinacién de células secretoras
de hormonas se utilizé el método avidina-biotina-peroxidasa. En adultos, la cromogranina
A fue identificada en células subyacentes a los enterocitos del epitelio de revestimiento de las
vellosidades y formando parte del epitelio de revestimiento de las criptas de Lieberkhiin. En los
cortes de duodeno de fetos de 90 dpc se identificaron células inmunopositivas localizadas entre
las células epiteliales. En los fetos de 120 y 135 dpc, las células inmunopositivas mostraron una
distribucién heterogénea y diversidad morfolégica.
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ABSTRACT

'The aim of the present study was to identify the presence of hormonal secretory cells and localize them

in the fetal and adult duodena of the coypu (Myocastor coypus bonariensis), using a polyclonal antibody

developed for detection of chromogranin A. Duodena from fetus aging 60, 75, 90, 105, 120 and

135 days post-coitum (dpc), and from adults were used. Samples were fixed and then embedded in

paraffin until analysis. Serial cuts of 5 tm were obtained and were processed with routine histological

techniques. An immunohistochemical technique (avidin-biotin-peroxidase) was used to detect the

hormonal secretory cells. In adults, chromogranin A was identified in cells next to the enterocytes

of the surface epithelium of the intestinal villi and in the luminal epithelium of Lieberkhiin crypts.

In fetal duodenum of 90 dpc, positive cells were detected between the epithelial cells, while in the

duodenum of fetus of 120 and 135 dpc, the positive cells were distributed heterogeneously and

showing morphological diversity.
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INTRODUCCION

El desarrollo prenatal del tracto gastrointestinal
estd caracterizado por cambios estructurales
y funcionales en el epitelio intestinal que
muestra marcadas diferencias en los estadios
de maduracién entre especies de mamiferos al
momento del nacimiento®. La diferenciacién
citoldgica del intestino implica modificaciones
en sus componentes tisulares y la aparicién
de tipos celulares especificos como las células
enddcrinas. De acuerdo con estudios realizados
en humanos es posible identificar durante el
desarrollo distintas lineas celulares en el epitelio
gastrointestinal, entre las que se incluyen células
enteroenddcrinas'®. Para su identificacién puede
utilizarse la técnica de inmunohistoquimica en
secciones de tejido fijado en formol que permite
la identificacién de cromogranina A*> *. Las
cromograninas son una familia de glicoproteinas
sulfatadas presentes en grénulos secretorios de
muchas células endocrinas y neuroendocrinas
juntamente con aminas y péptidos regulatorios®.
Las cromograninas participan en actividades
como la inhibicién enzimdtica, son precursoras
de péptidos funcionales y junto a otras proteinas
sindpticas tienen un papel importante en la
biogénesis de granulos secretorios, incluso en
ausencia de hormonas®°. Las cromograninas
han sido utilizadas en otras especies como un
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marcador comun a todas las células endocrinas.
Al presente no existen datos sobre la presencia ni
la ontogenia de células endocrinas en el epitelio
gastrointestinal del coipo (Myocastor coypus). Este
roedor integra el Suborden Hystricognathi que
incluye varias especies sudamericanas que son
utilizadas como animales de laboratorio (Cavia
porcellus, Octodon degu, Cavia aperea, Galea
musteloides y Chinchilla laniger). El objetivo
de este trabajo fue identificar en el duodeno
del coipo en estadios fetales y en el adulto la
presencia y localizacién de células secretoras
de hormonas a través de la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anticromogranina A.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con muestras museoldgicas de
duodenos fetales de 60, 75, 90, 105, 120 y 135
dias poscoito (dpc) y de adultos (edad media de
6 + 1.03 meses) pertenecientes a M. coypus de la
subespecie bonariensis. Las muestras, preservadas
en formol tamponado, se procesaron con técnicas
histolégicas de rutina hasta su inclusién en
parafina. Se efectuaron cortes seriados de 5 pm
que se montaron en portas silanizados. Para la
determinacién de células secretoras de hormonas
se realizé una técnica inmunohistoquimica
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indirecta® 1. A los cortes desparafinados se les
realiz6 recuperacién antigénica, bloqueos de
peroxidasa endégena y de uniones inespecificas. El
tratamiento de recuperacién antigénica se realizé
en microondas (potencia mdxima 1000 W). Como
solucién se usé buffer citrato 0,01 M pH 6,0, el
cual se calenté 3 minutos a 100% de potencia
y 12 minutos a 40%, dejando luego enfriar los
cortes por 20 minutos en la misma solucién. Se
utilizé un anticuerpo primario policlonal anti-
cromogranina A (Rabbit Anti-Chromogranin A
Polyclonal Antibody-Zymed CAT. N° 18-0094),
un anticuerpo secundario biotinilado, luego
estreptavidina-peroxidasa y finalmente la reaccién
fue revelada utilizando 3,3" diaminobencidina
como cromégeno. Se realizé la contracoloracién
nuclear con hematoxilina activada. Para cada
tiempo de desarrollo se determinaron la
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morfologifa y el patrén de distribucién de células
enddcrinas. Las microfotografias fueron realizadas
con el programa fotogrifico LASEZ (Leica
Application Suite EZ®). Para la obtencién de
datos morfométricos se utilizé un analizador con
frame graber y software Q-win plus de Leica®. El
programa fue calibrado de acuerdo al aumento
de las microfotografias.

RESULTADOS

Etapa adulta: La cromogranina A como
indicador de la presencia de células secretoras de
hormonas fue identificada en células subyacentes
alos enterocitos del epitelio de revestimiento de
las vellosidades (Fig. 1 A), tanto en lateral de las
mismas como en sus bases (Fig. 1 B), y formando

parte del epitelio de revestimiento de las criptas
de Lieberkhiin (Fig. 1 B).
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Figura 1. Microfotografias del duodeno en la etapa adulta mostrando células inmunopositivas (flechas) subyacentes al

epitelio de revestimiento en lateral de las vellosidades (A) e integrando el epitelio de las criptas (B). 100 x. Barra: 25 pm.

Etapas fetales: No se observaron células
inmunopositivas a cromogranina A en duodenos
fetales de 60 y 75 dpc. En los cortes de
duodeno a los 90 dpc se identificaron células
inmunopositivas a cromogranina A que se
localizaron entre las células epiteliales. Mostraron
un nicleo redondeado y un tamafo promedio de
20.12 £ 0.6 um. En los fetos de 120 y 135 dpc
las células inmunopositivas para cromogranina
A se observaron intercaladas en el epitelio de
revestimiento de las caras laterales (Fig. 2 A) y
de las bases de las vellosidades (Fig. 2 B), como

InVet Vol. 18 Ne 2, 2016

células basales en el epitelio y en disposicién
subepitelial. A nivel de las criptas, integraron
la capa epitelial y se presentaron también como
subepiteliales. Con respecto a su morfologia,
las células localizadas entre los enterocitos
fueron de tipo columnar, con una altura media
de 22.09 + 1.23 pm. Las dispuestas en la linea
basal del epitelio presentaron forma piramidal
y un didmetro medio de 16.22 + 0.7 pm. Las
células subepiteliales mostraron un aspecto
ovoidal o estrellado con didmetro medio de

19.55 £ 0.5 pm.
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Figura 2. Microfotografias de la distribucion de células inmunopositivas para cromogranina A en fetos de 135 dpc. Se

observan en disposicién subepitelial en las caras laterales de las vellosidades (A) y en las criptas (B). 100x. Barra: 25 pum.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Durante el desarrollo el endodermo
se diferencia en distintos tipos de células
gastrointestinales que originan los diferentes
linajes epiteliales, incluyendo las células
enteroendécrinas' . El linaje enteroendécrino
consiste al menos en 15 tipos celulares que
se categorizan sobre la base de su morfologia,
localizacién, expresiéon de hormona peptidica
y abundancia de marcadores moleculares
especificos® .

Las células endécrinas del intestino
constituyen una parte relevante del sistema
endécrino difuso. Las mismas presentan
dos patrones reguladores de la secrecién
caracterizados por la presencia de vesiculas
grandes de nuicleo oscuro (large dense core vesicles
- LDCV) o microvesiculas semejantes a las
sindpticas (synaptic-like microvesicles - SLMV).
La cromogranina A empleada en este trabajo
para identificar la presencia y localizacién de
las células enddcrinas duodenales es uno de
los marcadores especificos de las LDCV™.
En el caso del coipo se identificaron células
inmunopositivas a cromogranina A durante el
desarrollo fetal. Las mismas estaban dispersas
entre las células epiteliales de las vellosidades
y entre las células epiteliales de las criptas
de Lieberkithn. Durante el desarrollo del
intestino en diferentes mamiferos Hocker &
Wiedenmann® observaron, como en el coipo,
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una distribucién topografica heterogénea de
las subpoblaciones de células enteroendocrinas.

La localizacién y distribucién de las células
enteroendocrinas han sido objeto de investigacion,
al igual que su origen. Con respecto a este
tltimo aspecto, algunos investigadores sugieren
un origen endodérmico en tanto otros les
atribuyen ser derivadas de células de las crestas
neurales. Los experimentos de seguimiento de
linaje demostraron que todos los tipos celulares
del epitelio intestinal, incluyendo las células
enteroendocrinas, se diferencian de células
madre de las criptas y derivan del endodermo®
1" Gunawardene et al.”, en una extensa
revision bibliografica, sefalan que los trabajos
sobre el desarrollo embrionario se las células
enteroendocrinas se han efectuado en ratones de
laboratorio. En ellos se han identificado al menos
tres factores de transcripcién que intervienen en
la diferenciacién de las células enteroendocrinas
(Math1, Neurogenin 3 y NeuroD)"'. Math1 se
activa inicialmente en las criptas y vellosidades
intestinales y determina los linajes de todas las
células secretoras. La expresion de Neurogenin
3 y NeuroD es necesaria para la diferenciacién
especifica de células enteroendocrinas'®. El
proceso de diferenciacién comienza con la
proliferacién de células pluripotentes en la base
de las criptas y progresa, con la migracién de
las células hijas, en direccién apical. A nivel del
tercio medio de las criptas se ubicarfa un drea de

InVet Vol. 18 N° 2, 2016



CROMOGRANINA A EN EL DUODENO FETAL Y ADULTO DEL COIPO

transicion. Las células que contintian avanzando
estdn destinadas a convertirse en enterocitos y
células caliciformes, en tanto las que se detienen
serfan, en general, las enteroendocrinas’. Este
patrén de diferenciacion y localizacién de las
células enteroendocrinas en un eje basal-apical
de las criptas se asocia con un eje proximal-
distal en el tracto gastrointestinal que ha sido
observado en ratones y en ratas Wistar®.
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