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1. RESUMEN

La diabetes mellitus es un problema grave de salud publica, ya que es una de las
principales causas de morbilidad relacionadas con ceguera, insuficiencia renal
neuropatia periférica, enfermedades cardiovasculares y amputaciones. Ademas es la
primera causa de muerte en México. El sentido del gusto trabaja en conjunto con los
demas sistemas sensoriales para que tengamos una representacion interna del ambiente
exterior, sin embargo, el sentido del gusto y del olfato nos brindan especial ayuda para
la seleccion de alimentos, y nos previenen de la ingestion de sustancias potencialmente
toxicas y dafiinas. Por otro lado, existen reportes en pacientes con diabetes mellitus de
que existe un dafio a nivel de la percepcion gustativa, ya que el umbral de percepcion
de las soluciones dulces se encuentra elevado. EIl hecho de que el aumento en el
umbral de deteccidn gustativa en los pacientes diabéticos este correlacionado con la
severidad de la neuropatia periférica, sugiere que la ageusia en la diabetes es el
resultado de la degeneracion de las fibras gustativas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar en un modelo experimental de
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) si existen cambios en el nimero de corpusculos
gustativos, en la morfologia de la papila caliciforme y en la ingesta de solucion
azucarada. En las ratas con DM1 disminuy6 el nimero de corplsculos gustativos y se
observo un incrementd en la ingesta de solucién de sacarosa comparada con las ratas
control. Estos resultados sugieren que en la DM1 se altera el umbral de la percepcion

del sabor dulce y disminuye el recambio de los corpusculos gustativos.

Palabras clave: Diabetes Mellitus tipo 1, Papila caliciforme, corpusculos gustativos
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2. ABSTRACT

Diabetes mellitus is a serious public health problem, it is a major cause of
disease-related blindness, renal failure, peripheral neuropathy, cardiovascular disease
and amputations. It is the first leading cause of death in Mexico. The sense of taste
works in conjunction with other sensory systems to have an internal representation of
the external environment, however, the sense of taste and smell give us special aid for
the selection of food, and prevent us from ingesting substances potentially toxic and
harmful. On the other hand, there are reports in patients with diabetes mellitus that there
are changes in the perception level of taste; its threshold for sweet solutions is high. The
fact that the increase in the detection threshold taste in diabetic patients this correlated
with the severity of peripheral neuropathy, suggests that ageusia in diabetes is the result
of the degeneration of the fibers taste. The objective of this study was to determine in
an experimental model of diabetes mellitus type 1 (DM1) if there are changes in the
number of taste buds and morphology of the papillae circumvallate. We used an
experimental model of DM1 and we measured the consumption of sucrose solution and
their respective control. The results showed a decrease in the number of taste buds, and
an increased intake of sucrose solution in diabetic rats compared with control rats.
These results suggest that in DM1 changes the taste perception of sweet and reduced the

plasticity of taste buds.

Keywords: type 1 diabetes mellitus, Papillae circumvallate, taste buds
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3. INTRODUCCION

3.1 DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos metabélicos que
se caracteriza por un aumento en las concentraciones de glucosa en sangre. Las causas
de la hiperglucemia son por deficiencia en la secrecion de insulina ya sea relativa o
absoluta y/o resistencia de las células del cuerpo a la accion de esta hormona en los
diversos tejidos del organismo. A menudo ocurren, ademas, alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, (Powers, 2006).

La insuficiencia en la secrecion y la accion periférica de la insulina (resistencia
a la insulina) es debida a diversas causas, una de ellas es la destruccion de las células 3
del pancreas por una reaccion inmunitaria, que es mediada por anticuerpos y por
reacciones celulares.

Cuando la enfermedad alcanza su pleno desarrollo, se caracteriza por
hiperglucemia en ayunas y, en la mayoria de los pacientes con una larga evolucién de
la enfermedad, por complicaciones microangiopaticas, en especial renales y oculares,
asi como macroangiopatia con afeccién de las arterias coronarias, enfermedad vascular
periférica y neuropatia (Islas y Revilla, 2004).

La Diabetes Mellitus puede presentar sintomas caracteristicos como la poliuria
(aumento de excrecion urinaria), polidipsia (necesidad de tomar agua) y polifagia

(aumento del apetito), vision borrosa y perdida de peso.

3.2 CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

Existen varios tipos de DM debidos a una compleja interaccion entre factores
ambientales, genéticos y elecciones respecto al modo de vida. (Powers, 2006).

En 1997 la American Diabetes Association (ADA) cre6 un comité de expertos
que estudio los resultados de investigacion obtenidos durante los ultimos 20 afios y
propuso algunos cambios en la clasificacion de NDDG-OMS, (Harris, 2003).
Diabetes mellitus tipo 1
Diabetes mellitus tipo 2
Diabetes mellitus Gestacional

Otros tipos inespecificos de diabetes mellitus

-3
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3.3 DIABETES MELLITUS TIPO 1

La DM1 corresponde a un 5y 10% de los casos de este sindrome. Es la variedad
mas frecuente de DM en nifios y adolescentes, y antes se denominaba diabetes mellitus
juvenil (o de inicio juvenil).

La DMI1 es consecuencia de la destruccion de las células B, con desaparicion
casi completa de la secrecion de insulina y deficiencia insulinica absoluta. Se distinguen
dos subclases, una variedad autoinmunitaria y otra idiopatica. La variedad
autoinmunitaria es una enfermedad crénica con un periodo prodrémico subclinico que
se caracteriza por destruccion autoinmunitaria celular de las células B productoras de
insulina en los islotes pancreaticos. La velocidad y la magnitud de la destruccion de las
células betas son variables. Entre los indicadores de destruccion autoinmunitaria se
encuentran anticuerpos contra las células de los islotes y la insulina, contra la
descarboxilasa del acido glutamico (GAD) vy la fasfatasa de tirosina 1A-2 e 1A-2 Beta,
(Harris, 2003). A menudo, hasta el 70% de los pacientes recién diagnosticados
poseen anticuerpos contra las células de los islotes, a diferencia de solo 3% de los

controles de edad y sexo similares, (Harris, 2003).

3.4 DIABETES MELLITUS TIPO 2

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es un grupo heterogéneo de trastornos que se
suelen caracterizar por grados variables de resistencia a la insulina, trastornos de la
secrecion de ésta y aumento de la produccion de glucosa.

Este tipo de diabetes comprende alrededor del 90% de todos los diabéticos del
mundo occidental.

Aungue la causa de la DM2 se desconoce, se sabe que tiene una base genética
importante por su patron familiar frecuente, su prevalencia tan alta en determinados
grupos étnicos y los estudios de mezclas genéticas. Todavia no se conocen los genes
que originan la mayor parte de los casos de DM2, pero se estan investigando en forma
intensiva. A pesar de que la DM2 se encuentra muy ligada a determinados factores
genéticos, no hay duda de que la etiologia es heterogénea, puesto que se han
identificado una gran variedad de estilos de vida y elementos ambientales que

constituyen factores de riesgo de este trastorno. Es muy probable que las causas de la

-4
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DMZ2 sean factores ambientales y del modo de vida que se adicionan a la predisposicion
genética. Uno de los factores mas importantes es la obesidad, puesto que entre 50 y
90% de pacientes con DM2 son obesos. La obesidad cursa ademas con resistencia a la
insulina, un factor importante en la patogenia de la mayoria de los pacientes con este
tipo de diabetes. La hiperglucemia en ayunas y la curva de la tolerancia a la glucosa
suelen mejorar al corregir el peso. Se ha sefialado que numerosos factores ambientales
desencadenan el proceso autoinmunitario en sujetos genéticamente vulnerables; sin
embargo, no se ha relacionado de manera concluyente ninguno de ellos con la diabetes.
Ha resultado dificil identificar un desencadenamiento ambiental porque el factor puede
anteceder en varios afos al desarrollo de la diabetes. Entre los desencadenantes
ambientales hipotéticos se cuentan los virus en especial el virus coxsackie y el de la
rubéola, (Powers, 2006).

3.5 DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La diabetes mellitus gestacional (DMG) consiste en la presencia de
hiperglucemia en ayuno o intolerancia a la glucosa moderada, datos que presentan del
2 al 5 % de las embarazadas. Esta variedad se limita a mujeres gravidas en quienes
aparece o se diagnostica DM o intolerancia a la glucosa durante el embarazo. Por tanto,
las mujeres diabéticas que se embarazan no se incluyen en esta clase, su frecuencia es
mayor conforme avanza la edad, en las mujeres con sobrepeso Yy en las razas o etnias
minoritarias. El factor aislado mas compatible con una tolerancia alterada a la glucosa
oral durante el embarazo es la edad y, cuando se le toma en cuenta, la frecuencia de la
DMG parece ser igual en las mujeres seleccionadas segun varios factores potenciales
de riesgo, como un recién nacido macrosémico o un aborto previo. Las mujeres con

DMG tienen mayor riesgo de desarrollar DM2 después del embarazo, (Harris, 2003).

3.6 OTROS TIPOS ESPECIFICOS DE DIABETES MELLITUS

Esta variedad comprende un grupo causal heterogéneo que abarca los casos de
diabetes en que las causas no se establecen o se conocen parcialmente. Estas causas
comprenden defectos genéticos conocidos que alteran el funcionamiento de las células 8
0 la accion insulinica, trastornos del pancreas exocrino, endocrinopatias, cambios

pancreaticos medicamentosos o0 quimicos, enfermedades y situaciones en que la

-5
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frecuencia de la diabetes se eleva en grado considerable, sin embargo, ain no se ha
establecido una causa precisa. Representa entre el 1 y el 2 % de los casos de sindrome
diabético (Harris, 2003).

3.7 SINTESIS, SECRECION Y ACCION DE LA INSULINA

3.7.1 SINTESIS

La insulina es la hormona predominante en el metabolismo de la glucosa, es
decir, su mecanismo de accion se da principalmente sobre dicho monosacarido (Flores-
Martinez y col, 2004). La insulina es una proteina (5.8 kilodalton) que se sintetiza en
el pancreas, este 6rgano esta constituido por aproximadamente un millén de islotes de
Langerhans que contienen al menos cuatro tipos celulares diferentes, cada uno de ellos
especializados en la sintesis de una hormona. Las células a producen glucagon; las
células 8, somatostatina, Yy las células P, una hormona pancreatica, pequefia proteina que
facilita los procesos digestivos a través de un mecanismo que no se ha aclarado (Nolte y
Karan, 2005). La insulina se sintetiza en las células  que constituyen el 70 al 80% de la
poblacion celular de los islotes pancreaticos. El efecto fisioldgico de la insulina es de
largo alcance, con acciones rapidas intermedias y retardadas. La principal funcién
conocida de la insulina es su efecto hipoglucémico. Es un polipéptido formado por dos
cadenas peptidicas; la cadena A (de 21 aminoacidos) y la cadena B (de 30
aminoécidos), unidas por dos puentes disulfuro. Esta se sintetiza en el reticulo
endoplasmico de las células B como un polipéptido precursor con una Unica cadena de
86 aminoacidos, la preproinsulina. EI procesamiento proteolitico posterior elimina el
péptido sefial amino terminal generando la proinsulina, la escisién de un fragmento
interno de la proinsulina de 31 residuos genera el péptido C y la cadena Ay B de la
insulina. La insulina libre tiene una vida media de 5 minutos y la unida a proteinas

transportadoras tienen una vida media de 10-15 minutos.

3.7.2 SECRECION

La secrecién de insulina por parte de las células beta de los islotes de
Langerhans del pancreas es favorecida por la concentracion de glucosa y aminoacidos,

por medio de hormonas como el glucagdn y la adrenalina y por neurotransmisores como
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la acetilcolina, mientras que la noradrenalina y la somatostatina la inhiben, (Flores y col.
2004). Las concentraciones de glucosa que pasan de 3.9 mmol/L (70mg/100ml)
estimulan la sintesis de insulina, primordialmente al intensificar la transduccion y el
procesamiento de la proteina. La glucosa comienza a estimular la secrecion de insulina
cuando aquella es introducida en las células beta por el transportador de glucosa
GLUT2 (figura 1). La fosforilacion de la glucosa por la glucocinasa es el paso limitante
de la velocidad que controla la secrecion de insulina regulada por glucosa. El
metabolismo ulterior de la glucosa 6-fosfato por la via de la glucolisis genera trifosfato
de adenosina (ATP), que inhibe la actividad de un canal de K* sensible a ATP. Este
canal consiste en dos proteinas separadas, una es el receptor de ciertos hipoglucemiantes
orales y el otro es una proteina de canal de K" rectificadora hacia el interior. La
inhibicidn de este canal induce la despolarizacion de la membrana de la célula beta, lo
gue abre canales de calcio dependientes de voltaje con entrada consecuente de calcio a
la célula y estimula la secrecion de insulina, (Powers, 2006).

& .: @ GLUCOSA

GLUCOSA

CITOPLASMA KUCOCIHASA

GLUCOSA-6-P

FIGURA 1. Representacion de la secrecion de insulina por las células del pancreas al
ser la glucosa transportada al interior de la célula. Fuente: www.diabetes juvenil.com
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3.7.3 ACCION

Una vez que se secreta la insulina hacia la sangre venosa portal, casi 50% de
ella se degrada en el higado. La insulina que no extrae el higado llega a la circulacién
general donde se fija en receptores especificos. El receptor de la insulina consta de 4
subunidades, 2 a localizadas en la parte externa de la membrana y contienen el sitio de
unién a la hormona y 2 B transmembranales con actividad tirosina-cinasa (Guven y
Kuenzi, 1998). La insulina que se fija a su receptor estimula la actividad intrinseca de
cinasa de tirosina, lo que da por resultado autofosforilacion del receptor y reclutamiento
de moléculas de sefalizacion intracelulares como los sustratos del receptor de insulina.
Estas proteinas son adaptadoras y otras inician una cascada compleja de reacciones de
fosforilacion y defosforilacion, que en ultimo término provocan los amplios efectos
metabolicos y mitogenicos de la insulina. Por ejemplo, la activacion de la via de la
cinasa de fosfatidilinositol-3" (cinasa de PI-3) que estimula la transposicion de los
transportadores de glucosa (p. ej.,, GLUT4) a la superficie celular, un suceso crucial
para la captacion de glucosa por el musculo vy el tejido adiposo. La activacion de otras
vias de sefializacion del receptor de insulina induce la sintesis de glucdgeno, la sintesis
de proteinas, la lipogénesis y la regulacion de diversas células que reaccionan a la

insulina, (Power, 2006).

3.8 LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA

La insulina activa a los transportadores de glucosa para que le abran un poro y
de esta manera ingrese la glucosa a la célula. Cabe sefialar que al entrar la glucosa al
citoplasma de la célula debe oxidarse a CO, y agua. Los transportadores son proteinas
formadas por 492 aminoacidos que atraviesan la membrana celular en 12 puntos. Estos
transportadores establecen un enlace de hidrogeno (puente de hidrégeno) con la glucosa.
Los segmentos de la membrana 3, 5, 7, 8 y 11 contienen amino&cidos que tienen grupos
hidréxilos (OH) y amidas (CONH;), mismos que pueden establecer enlaces de
hidrégeno con los grupos hidroxilos de la glucosa. La glucosa debe ser transportada al
citoplasma. La glucosa ingresa a la célula enlazandose al transportador en la region
extracelular. El transportador abre un poro en la region extracelular, después cierra el

poro del lado de la regidn extracelular y abre otro poro al citoplasma, donde la glucosa
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se separa del transportador. La glucosa ya en el interior de la célula, se oxida en el
citoplasma hasta acido pirtvico, el cual se oxida en la mitocondria generando bidxido

de carbono (CO,) y agua.

3.9 COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DIABETES MELLITUS

Las complicaciones cronicas de la Diabetes mellitus pueden afectar muchos
sistemas organicos y son responsables de gran parte de la morbilidad y mortalidad que
acomparia a este trastorno. Las complicaciones crénicas pueden dividirse en vasculares
y no vasculares. Las complicaciones vasculares se dividen en microvasculares, cuando
se afectan los pequefios vasos (retinopatia, neuropatia, y nefropatia) y macrovasculares,
cuando estan involucrados capilares, vénulas y arterias (Cardiopatia isquémica,
enfermedad vascular periférica y enfermedad cerebro vascular). Las complicaciones no
vasculares comprenden problemas como disfuncion sexual y afecciones de la piel. El
riesgo de las complicaciones crénicas aumenta con la duracion de la hiperglucemia;
suelen hacerse evidentes en el transcurso del segundo decenio de la hiperglucemia
(Powers, 2006). Algunas de estas complicaciones a menudo tienen lugar antes de que
existan indicios claros de la hiperglucemia lo que ha dado origen al concepto de
prediabetes (Genuth y col., 2003). El estado de prediabetes corresponde a un estado
patoldgico caracterizado por una alteracion moderada del metabolismo de glucosa y un
riesgo elevado de desarrollar diabetes, complicaciones vasculares y no vasculares.
Identificar claramente el estado de prediabetes es importante porque permite determinar
cuando se deben efectuar pruebas clinicas para detectar complicaciones patoldgicas y
hacer recomendaciones de cambio de dieta y estilo de vida al paciente.

La neuropatia de origen diabético es un cuadro heterogéneo que incluye muy
diversas disfunciones y cuya aparicion podria atribuirse a la propia diabetes mellitus o a
los factores vinculados con ella (Vinik y col. 2003).

Mas del 70% de los pacientes diabéticos presentan neuropatia periférica (Vinik y
Mehrabyan, 2004; Argoff y col., 2006). Este tipo de afeccion generalmente progresa
hasta invalidar los nervios cardiacos periféricos y, en consecuencia, €s una de las causas
mas importantes de muerte asociadas a la enfermedad. La neuropatia periférica es
también una de las causas mas frecuentes de pérdida de la sensibilidad de los miembros
inferiores a los estimulos sensoriales (temperatura, presion) y al desarrollo de las

ulceraciones traumaticas que conducen en Ultima instancia a la amputacion y en 11%
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de los pacientes al dolor crénico (Vinik y Milicevic, 1996). A nivel celular, la
neuropatia periférica asociada a la diabetes se caracteriza por una disminucion de la
velocidad de conduccién de los nervios periféricos tanto de tipo motor como sensorial.
Sin embargo en la mayoria de los casos, sobre la misma region del organismo, la
perdida de sensibilidad a los estimulos sensoriales prevalece sobre la perdida de la
respuesta de los nervios motores. Préacticamente todos los signos de neuropatia
periférica que se han observado en diversos modelos animales de diabetes son la
consecuencia de las alteraciones metabolicas inducidas por la hiperglucemia a nivel de
las neuronas y de las Células gliales del sistema nervioso periférico (Van Dam, 2002;
Dobretsov y col., 2007).
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4. SISTEMA GUSTATIVO

Los seres humanos disponemos de cinco sistemas sensoriales; el olfato, el
gusto, el tacto, el oido y la vista. Los cuales generan una representacion interna del
ambiente que nos rodea, asi como nos previenen de los distintos peligros a los que
estamos expuestos. Todos los sentidos son importantes por que gracias a que trabajan en
conjunto podemos tener esta representacion lo méas exacta posible.

El gusto tiene la funcion de identificar los sabores por medio de la percepcion de
sus cualidades quimicas. El sabor corresponde al ensamblaje de las sensaciones
percibidas durante la masticacion de los alimentos. En efecto, el sabor engloba la
percepcion de los olores y los estimulos gustativos (salado, amargo, dulce, &cido y
umami) producida durante la masticacion, ademas de las sensaciones producidas por la
textura, la temperatura y la astringencia de los alimentos. La comprension de las bases
celulares de la percepcién del sabor de un alimento recae, asi pues, sobre el
conocimiento de los mecanismos fisioldgicos de la gustacién, del olfato y del tacto. Sin
embargo, el estudio de la neurofisiologia gustativa y olfativa durante mucho tiempo
atrajo poco la atencion de los neurobidlogos y de los fisiopatdlogos. Esta falta de interés
esta ligada a la nocién de placer evocado por la olfaccion y la gustacion en oposicion a
la vision y la audicion considerados como las funciones sensoriales indispensables para
la interaccion con el ambiente. El gusto y la olfaccion contribuyen igualmente a la
digestion en el inicio de las secreciones a nivel gastrointestinal (Mattes, 1997), y son
intimamente asociados con la seleccion y el rechazo de los alimentos dafiinos y
potencialmente toxicos.

El sistema gustativo de los mamiferos estd formado por células epiteliales
especializadas que se localizan en la lengua, el paladar blando, la faringe, la epiglotis, la
laringe y el tercio superior del es6fago, asi como por componentes del sistema nervioso
central y periférico que transmiten y descodifican los impulsos eléctricos que se generan
en las células gustativas (Mattes, 2002).

El primer elemento de este circuito de transmisidn, es un tipo de células
epiteliales especializadas denominadas células gustativas, que se agrupan en

corpusculos formando las papilas gustativas (Buck, 2000) (Figura 2).
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4.1 LAS PAPILAS GUSTATIVAS

Las papilas gustativas (del latin papilla = eminencia), son grupos de células
conectadas con fibras nerviosas. Las papilas gustativas se dividen en tres clases
diferentes en funcién de su morfologia: fungiforme, caliciforme y foliada, cada una de
ellas esta constituida de un namero variable de corpusculos gustativos. Las papilas
fungiformes (forma de hongo) se localizan sobre los dos tercios anteriores de la lengua
y en el paladar, cada papila fungiforme contiene de 1 a 5 corplsculos gustativos. Las
papilas caliciformes o circunvaladas (forma de boton) se encuentran en el tercio
posterior de la lengua formando una linea en V, cada una de ellas rodeada de un surco,
el numero de este tipo de papilas es de 8-12 en humanos y solo una en el caso de
roedores; cada papila contienen de 100 a 250 corpulsculos gustativos; aun siendo un
numero reducido, estas constituyen el 48% del total de corpusculos gustativos. Las
papilas foliadas (forma de crestas) aparecen como 2 a 9 pliegues en los lados de la
tercera parte posterior de la lengua, estas papilas contienen el 34% de los corpusculos

gustativos presentes en la lengua (Figura 2).

Caliciforme

Corpiscule) [ /L. ||
gustativo | | ' ")

Fungiformes

N\

FIGURA 2. Organizacién de las células gustativas en la lengua. Las células gustativas se
agrupan en corpusculos para formar las papilas gustativas. Existen tres tipos diferentes de
papilas gustativas, las cuales tienen una localizacion especifica en la lengua. Ademas, las
papilas caliciformes y foliadas estan constituidas por un niumero superior de corpusculos
gustativos. Fuente: www.nature.com
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En el interior de cada corpusculo gustativo se distinguen cuatro tipos
morfoldgicamente diferentes de células gustativas: las células basales, obscuras (tipo 1),
claras (tipo Il) e intermedias (tipo I11) (Figura 3). Las células basales son pequefias y
redondas y se encuentran en la base del corpusculo gustativo; parecen ser las células
precursoras de las que derivan los demas tipos de células. La vida de las células
gustativas es muy breve y su regeneracion es continua 10 a 12 dias (Buck, 2000). Las
células obscuras, claras e intermedias, en cuanto a ellas, se caracterizan por su forma
bipolar, extendiéndose desde la apertura epitelial del corplsculo gustativo hasta su base.
Cada corpUsculo gustativo tiene una pequefia apertura en la superficie del epitelio
Ilamada poro gustativo.Las cien células, aproximadamente, contenidas en cada
corpusculo gustativo extienden sus microvellosidades hacia la cavidad bucal donde
interaccionan con las moléculas sapidas presentes en los alimentos y hacia la base del
corpusculo gustativo (Figuras 2 y 3) en donde establecen los contactos sinapticos con
las fibras que las inervan (Buck, 2000) (Figura 3). Las células gustativas de tipo | posee
propiedades similares a las células gliales (Bigiani, 2001), esto es, servir de sostén al
corpusculo gustativo y regular las concentraciones extracelulares de iones al interior del
corplsculo. Las células de tipo Il expresan la maquinaria necesaria para la deteccién y
transduccién de las sefiales gustativas, sin embargo, ellas no forman sinapsis. (Defazio y
col., 2006).

Foro gustativo

e Saliva

Calula epitelial

Célula gustativa

Célula basal

Mervio aferents
gustativo

FIGURA 3. Representacion de un corpusculo gustativo, este contiene de 50 a 150 células
gustativas, que se extienden desde la base del corpusculo al poro gustativo. En cada
corpusculo existen tres tipos de células (claras, intermedias y oscuras). Fuente: Kandel,
Schwartz & Jessell, principios de Neurociencias, 4th Edn.
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4.2 NEUROANATOMIA DEL SISTEMA GUSTATIVO

Existen datos segun los cuales las distintas células gustativas responden a
estimulos diferentes. Sin embargo, no se sabe si cada célula responde a una sola
sustancia gustativa 0 a una combinacion de ellas. Cada célula gustativa esta inervada en
su base por las ramas periféricas de las fibras gustativas primarias (figura 4) cada fibra
sensitiva se ramifica muchas veces e inerva numerosos corpusculos gustativos y dentro
de cada corpusculo, varias células gustativas. La liberacion de un neurotransmisor por
las células gustativas sobre las fibras sensitivas induce la aparicién de potenciales de

accion en esas fibras y la transmision de sefiales hacia el encéfalo (Buck, 2000).

Area gustativa
4" de la corteza

\‘ - -
Niicleo ventro-posterior
del talamo

Lengua

Nucleo del tracto
solitario

FIGURA 4. Neuroanatomia del sistema gustativo. La informacién gustativa se transmite
desde los corpusculos gustativos a la corteza cerebral a través de la sinapsis en el tronco
encefalico y en el tdlamo. Fuente: Kandel, Schwartz & Jessell, principios de
Neurociencias, 4th Edn
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Las papilas gustativas son inervadas por los nervios craneanos: facial (VII),
glosofaringeo (I1X) y vago (X) (Figura 4). Las fibras sensoriales del nervio facial, a
través de la cuerda del timpano, transporta la informacion gustativa a la corteza cerebral
proveniente de las papilas fungiformes, mientras que la informacion proveniente de las
papilas caliciformes y foliadas es transportada al cerebro via nervio glosofaringeo.
Finalmente, el nervio vago es el encargado de trasladar al cerebro la informacion
proveniente de la faringe. Todos los nervios que establecen contacto sindptico con las
células gustativas convergen a nivel de la regién rostral del nucleo del tracto solitario
(NTS) localizado en el tronco cerebral (Buck, 2000). Las proyecciones de segundo
orden son luego conectadas con el nucleo medial posterior ventral del tdlamo. Las
neuronas del nacleo medial posterior ventral se proyectan hacia la parte anterior de la
insula en el 16bulo cortical temporal (Figura 4) y hacia el opérculo en el 16bulo cortical
frontal. Estas regiones son consideradas como las areas cerebrales gustativas donde
toma lugar la percepcion conciente del gusto. Ciertos nervios implicados en la
transmision de las sefiales gustativas contienen igualmente fibras somatosensoriales
que establecen contacto sinaptico con el epitelio lingual y el tejido muscular que rodea
a los corpusculos gustativos (Buck, 2000). Estas fibras, denominadas fibras perigemales
en oposicién a las fibras intragemales que inervan las células gustativas, se proyectan
también al area gustativa del NTS. Ademas, también existe un area cortical al nivel de
la corteza orbito-frontal donde las neuronas responden a diferentes combinaciones de
estimulos gustativos/visuales y olfativos/somato-sensoriales. Esta region podria

representar el centro cerebral del sabor.

4.3 MODALIDADES GUSTATIVAS

El sistema gustativo distingue cuatro estimulos basicos: amargo, salado acido y
dulce. ElI monoglutamato sodico representa una quinta categoria de estimulo
denominado umami. Se ha comprobado que cada tipo de estimulo gustativo se
transforma mediante un mecanismo distinto. Los mecanismos moleculares utilizados
por las distintas especies de vertebrados para percibir el mismo sabor podrian ser
distintos (Buck, 2000). A nivel molecular, la deteccién y traduccién de los sabores es
efectuada por receptores localizados en la superficie de las microvellosidades de la
membrana apical de las células gustativas. En funcion de la naturaleza del sabor, el

receptor activado pertenecera, ya sea, a la familia de receptores de tipo canal, en los
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cuales el sitio de union para el ligando y un canal i6nico forman parte de un mismo
complejo macromolecular, o bien al tipo de receptores acoplados a proteinas G. En el
ultimo caso, la estimulacion del receptor activa una proteina que tiene la particularidad
de fijar el GTP (Guanosin trifosfato), de alli su nombre de proteina G. Esta proteina esta
constituida de tres subunidades (o, B y y) capaces de activar diversos sistemas de
sefializacion intracelulares. La deteccion y traduccion de los sabores salados y acidos es
efectuada por receptores de tipo canal mientras que los receptores acoplados a proteinas

G intervienen en la deteccion de los sabores dulce, amargo y umami.

Salado Acido Unmami Amargo (T2R) Dules (TIR)
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Figura 5. Receptores moleculares que participan en la integracion de las sefales
gustativas.
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4.4 MECANISMOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DEL SABOR
DULCE

El sabor dulce parece depender de la captacion de las sustancias dulces por
receptores especificos acoplados a proteinas G existentes en la membrana apical de las
células gustativas (Buck, 2000). Los receptores del sabor dulce pertenecen a la familia
T1R que comprende tres miembros: T1R1, TIR2 y T1R3 (Hoon y col., 1999; Max y
col., 2001; Montmayeur y col., 2001). Los tres subtipos de receptores T1R identificados
a la fecha se caracterizan por tener un dominio amino-Terminal extracelular de talla
grande (400-600 residuos), que constituye el sitio de union para el ligando. Los
receptores T1R estan presentes principalmente en células de las papilas fungiformes
(Hoon y col., 1999). Estas papilas son particularmente sensibles al sabor dulce, mientras
que las papilas caliciformes son més sensibles al sabor amargo.

El receptor del sabor dulce funciona como heterodimero donde las interacciones
entre sus unidades son esenciales para su actividad. Asi, la asociacion de TIR2 y T1IR3
forman un complejo macromolecular capaz de reconocer los compuestos dulces como
sacarina, sacarosa, aminoacidos y algunas proteinas dulces (Nelson y col., 2001, 2002;
Liy col., 2002).

A nivel intracelular, todas las vias de transduccién de los receptores de los
sabores dulce conducen a un aumento de calcio (Ca®") intracelular seguido de la
liberacion de un neurotransmisor. En el caso particular de los edulcorantes artificiales y
azUcares, el aumento del Ca" intracelular es consecuencia de la activacion de la enzima
fosfolipasa C de tipo B2 (PLCP,). Como parte de su actividad enzimética, esta enzima
cataliza la formacion de diacilglicerol (DAG) y de inositol trifosfato (IP3) a partir de
fosfatidilinositol difosfato (PIP,). EI aumento de la concentracion de IPs provoca la
liberacion de iones Ca®* del reticulo endoplasmico generando una despolarizacién de la
célula y la liberacion del neurotransmisor. Una segunda via, activada por algunos
azUcares, involucra el sistema enzimatico de la adenilato ciclasa (AC), quien cataliza la
formacion de pirofosfato y adenosin monofosfato ciclico (CAMP). Este Gltimo, bloquea
los canales basolaterales de K*, via la activacion de una cinasa dependiente de CAMP
provocando la despolarizacion de la célula. En papilas caliciformes de rata, se ha

demostrado recientemente que la sacarosa induce un aumento de la concentracion
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intracelular de guanosin monofosfato ciclico (cGMP), sugiriendo la existencia de una

tercera via de transduccion intracelular de sefiales dulces (Krizhanovsky vy col., 2000).

4.5 MECANISMOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DEL SABOR
AMARGO

El sabor amargo suele asociarse con productos toxicos y parece haber
evolucionado como medio para prevenir la ingestion de estas moléculas.

Varias sustancias, entre ellas los cationes divalentes, algunos aminoacidos, los
alcaloides y el denatonio, el compuesto de sabor mas amargo que se conoce, despiertan
sensaciones amargas (Buck, 2000).

La deteccion y traduccion de las sefiales gustativas de sabor de tipo amargo es
efectuado por receptores acoplados a proteinas G. Estos receptores pertenecen a la
familia T2R compuesta por 40-80 miembros diferentes en el humano (Adler y col.,
2000; Meyerhof, 2005). Los receptores T2R se expresan preferencialmente en células
gustativas de las papilas caliciformes y foliadas, raramente en células de las papilas
fungiformes (Adler y col., 2000; Meyerhof, 2005; Behrens y Meyerhof 2006). Los
receptores T2R tienen una region amino-terminal extracelular mucho mas corta y su
sitio de unidn se localiza en un dominio transmembranal del receptor. Ademas, los
receptores del sabor amargo funcionan como proteinas alostéricas monomeéricas, en las
cuales la fijacion del ligando induce un cambio de conformacion capaz de activar las
proteinas G. Mientras que el receptor del sabor dulce funciona como heterodimero
donde las interacciones entre sus unidades son esenciales para su actividad (Nelson y
col., 2001, 2002; Li y col., 2002).

A nivel intracelular, todas las vias de transduccion de los receptores de los
sabores amargo y dulce conducen a un aumento de calcio (Ca*) intracelular seguido de
la liberacion de un neurotransmisor. La transduccion de las sefiales amargas, implica la
activacion de una fosfodiesterasa (PDE) y de la PLCP, (Yany col., 2001; Zhang y col.,
2003; Scott, 2004). La activacién de la PDE involucra una disminucién de la
concentracion de nucleétidos ciclicos CAMP y cGMP en la célula. Esto lleva a una
apertura de canales de Na*/Ca®* generando una despolarizacién celular. La activacion
de la PLCB; involucra, como en el caso de la activacion por compuestos dulces, la

sintesis de IP3 que induce la liberacién de calcio intracelular.
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4.6 MECANISMOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DEL SABOR

UMAMI

Algunos autores consideran que el sabor del glutamato monosédico representa
una quinta categoria de estimulo gustativo ¢l umami. El termino japonés “umami”
(sabor delicioso) es utilizado para designar una sensacion gustativa diferente de la
salada, acida, amarga y dulce. Fue en 1908 que el profesor de quimica japonés, Kikunae
Ikeda, identifica este novedoso sabor, al degustar un caldo de alga marina denominada
“kombu”. El no reconocié ninguno de los cuatro sabores basicos descritos: dulce,
salado, &cido y amargo y le llamo a este novedoso sabor “umami”. Después de los afios
80’s, los defensores de la teoria de los cuatro sabores afiadieron este quinto sabor a los
ya existentes, conservando el nombre de umami. EI sabor umami es distintivo de los
esparragos, los tomates, el queso, el consomé de pollo y el extracto de carne. Este sabor
es generado por las sales glutamicas, principalmente por el L-glutamato monosddico
que se encuentra naturalmente en muchos alimentos, ademas de otros aminoacidos y
péptidos.

El sabor umami podria transformarse a través de un tipo especifico de receptor
metabotrépico del glutamato que también se expresa en determinadas regiones del
encéfalo. Este receptor es una forma truncada en la parte N-terminal del receptor
metabotropico del glutamato del tipo 4 (mGIuR4t), en la percepcion gustativa del L-
glutamato. Se mostr6 que este receptor esta presente en las células gustativas
(Chaudhari y col., 1996; Toyono y col., 2002), y que cuando es expresado en células
ovario de hamster chino (CHO) estas responden al L-glutamato en una gama de
concentraciones correspondientes a las observadas en los estudios de percepcion
gustativa in vivo (Chaudhari y col., 2000).

Sin embargo, al utilizar un sistema de expresion in vitro, se mostré que las
células que expresan la combinacién de los receptores TIR1+T1R3 responden a la
estimulacién con L-glutamato (Nelson y col., 2002; Li y col., 2002), y que la doble
inactivacion de la expresion de estos receptores in vivo, abate completamente las
respuestas celulares y de comportamiento al umami (Zhao y col., 2005). Estos
resultados sugieren que la percepcion gustativa del umami recae Unicamente en la

combinacion de los receptores TIR1+T1R3. La activacion del receptor TIR1+T1R3 por
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el glutamato monosddico conduce a un aumento en la concentracién intracelular de
calcio y a la liberacion del neurotransmisor hacia las fibras sensoriales. La activacion
del receptor metabotropico del tipo del glutamato, es seguida de una disminucion de la
concentracion de cAMP intracelular involucrando una elevacion de la concentracion de
Ca®*, conduciendo ésta, a la generacién de un impulso nervioso transmitido al sistema
nervioso aferente. Por otro lado, un mecanismo adicional de transduccion intracelular
del sabor umami depende de la apertura o bloqueo de canales ionicos. Los receptores
ionotropicos al L-glutamato (iGIUR) son expresados en el tejido gustativo. Datos
electrofisioldgicos utilizando un inhibidor de los iGIuR, el N-metil D-aspartato
(NMDA), han confirmado que estos receptores estan igualmente implicados en la
percepcion del umami (Lin y Kinnamon, 1999). Estos receptores son similares a los de
canales cationicos que, cuando son abiertos, permiten la entrada a la célula de iones de
Na* y Ca®". Este influjo induce una despolarizacién de las células gustativas

conduciendo a la transmision de una sefial eléctrica al nervio aferente primario.

4.7 MECANISMOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DEL SABOR

SALADO

La transformacion de los estimulos salados, como el NaCl, se hace al menos en
parte, por difusion de los iones de Na" segun un gradiente electroquimico hacia los
canales de Na* apicales sensibles a la amilorida un guanidinio heterociclico que bloquea
reversiblemente los canales epiteliales al Na*, (Boughter, 1997). Esta entrada de Na®
altera directamente el potencial de membrana de las células gustativas y esto origina
cambios en la deteccion del sabor de las sales de Na*. La transformacion del estimulo
provocado por las sales de K* también consiste en la entrada de de iones K" a través de
los canales apicales para dicho ion. Las diferencias percibidas de la calidad de las
distintas sales de Na+ podrian deberse a la distinta capacidad de los iones de estas sales
para penetrar a traves de las uniones intercelulares herméticas existentes entre las
celulas gustativas y afectar a los canales i6nicos de sus membranas basolaterales
(Buck, 2000).

-4



PLASTICIDAD DE LOS CORPUSCULOS GUSTATIVOS EN UN MODELO DE DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL

4.8 MECANISMOS MOLECULARES PARA LA DETECCION DEL SABOR

ACIDO

Parece que en la transformacion de los estimulos creados por las sustancias
acidas intervienen la penetracion o el blogueo de los canales ionicos apicales por los
protones. Se ha reportado que los iones hidrogeno (H*) son los responsables de la
percepcion del estimulo &cido, la intensidad del sabor &cido de un alimento es
proporcional a la concentracion de protones H*, los protones H* son capaces de
bloquear los canales de K* (Cummings and Kinnamon, 1992), impidiendo la salida de
este proton lo cual provoca una despolarizacion de la membrana y la generacion de
potenciales de accién por la activacién de canales Ca™ sensibles a voltaje, produciendo

la liberacion de un neurotransmisor sobre las fibras gustativas aferentes.

4.9 VALORACION DE LA FUNCION QUIMIOSENSORIAL

Los sentidos del gusto y el olfato conducen la intensidad y la calidad de la informacion
de un estimulo adecuado. La medida mas racional de la funcion es el umbral de
sensibilidad que puede definirse como umbral de deteccion o reconocimiento. EI umbral
de deteccion es la concentracion minima de un estimulo que puede detectarse en un
medio determinado y el umbral de reconocimiento es la concentracion minima que

puede reconocerse con respecto a sus caracteristicas cualitativas (Mattes, 2002).

5. TRASTORNOS QUIMIOSENSORIALES

Dado que los trastornos del olfato y del gusto rara vez constituyen una amenaza
para la vida, no recibe la atencion adecuada, sin embargo, estos trastornos pueden llegar
a ser frustrantes ya que afecta las facultades para disfrutar la comida, bebida y aromas,
también representa un riesgo para la salud ya que la capacidad de percibir sustancias
quimicas y gases potencialmente nocivos, esta alterada.

Las alteraciones quimiosensoriales pueden manifestarse como pérdida,

disminucién, distorsién o, rara vez incremento de la sensibilidad. La pérdida se
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denomina ageusia (gusto) o anosmia (olfato) y puede ser completa o especifica para
algun tipo de sabor u olor (Mattes, 2002). La hipogeusia y la hiposmia consisten en
disminucién de la sensibilidad que puede ser generalizada o especifica. La disgeusia
gusto y la disosmia son alteraciones del gusto y del olfato en las que los individuos
perciben de manera distorsionada los estimulos habituales. La hiperosmia y la
hipergeusia indican un aumento en la sensibilidad y se observa en muy pocos casos.
Estos trastornos pueden presentarse aislados o en combinacion. Los trastornos
quimiosensoriales tienen mdaltiples causas. Mas de la mitad de los pacientes que
solicitan atencién por problemas del gusto o del olfato presentan trastornos que se debe
a una de las tres causas siguientes: El hallazgo mas frecuente es la relacion con una
infeccion de las vias respiratorias superiores, es probable que esto conduzca a una
invasion viral de los nervios periféricos, aunque también es factible la lesion de
estructuras centrales.

El dafio de estructuras periféricas, centrales o ambas, después de traumatismos
craneoencefalicos constituye cerca de 15 a 20% de las causas de consulta, por perdida
del gusto o del olfato, los padecimientos de la nariz o los senos que obstruyen el acceso
de las sustancias olorosas al epitelio olfatorio, explican otro 15 a 20% de los casos y 15
a 20 % de los pacientes se clasifica como idiopético.

Casi todas las alteraciones quimiosensoriales secundarias a patologias Yy
medicamentos desaparecen cuando la enfermedad subyacente se trata de manera
efectiva o el medicamento desencadenante se suspende (Mattes, 2002).

La pérdida de la sensibilidad gustativa (ageusia) y/o olfativa (anosmia), se
asocian con disminucion de peso, desnutricion, desdérdenes inmunitarios y a la
degradacion del estado de salud general de personas mayores (Mattes and Coward,
1994; Winkler y col., 1999). Por otro lado, las personas que sufren de hipertension
arterial muestran un umbral elevado para las sustancias saladas pudiendo explicar, de
esta manera, un sobreconsumo de sal en estos individuos (Sahagun-Flores y col., 2000).
En el area nutricional, una correlacion negativa se observa entre la severidad de la
pérdida de la sensibilidad gustativa (disgeusia) y los aportes cal6ricos (Kettaneh y col.,
2002). Por otro lado, ciertas formas de obesidad, debido a un consumo anarquico de
alimentos con alto contenido energético, al parecer se asocian a una disfuncion de la
percepcion gustativa (Stolbova y col., 1999). También existe una asociacion entre los

desordenes del gusto y la depresion, por una parte, los pacientes depresivos sefialan
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frecuentemente sensaciones gustativas desagradables (Miller y col., 1989) y, por otra,
un estado depresivo es frecuente en los pacientes disgelsicos (Deems y col., 1991).
Ademas, ciertas patologias son acompafiadas de ageusia y de anosmia en particular la
esquizofrenia, la enfermedad de Alhzheimer y la anorexia, donde la disgeusia se
vincula a una carencia de zinc que afecta el gusto (Casper y col., 1980).

Las alteraciones del gusto y del olfato son caracteristicas de los pacientes
diabéticos y puede afectar a mas del 60% de ellos. EI cambio sensorial mas constante
incluye alteraciones en el umbral del sabor de la glucosa entre los pacientes diabéticos
no insulinodependientes. Esto indica una alteracion general de los receptores de la
glucosa. Sin embargo, las complicaciones de la hiperglucemia tal vez contribuyan
porque la gravedad del la hipogeusia aumenta conforme la neuropatia avanza (Mattes
2002).

5.1 ALTERACIONES DE LA PERCEPCION GUSTATIVA EN LA DIABETES

Dentro de las manifestaciones clinicas de la diabetes, se ha reportado una
perdida de sensibilidad a los estimulos gustativos. Concretamente, los niveles umbrales
de percepcion gustativa por las soluciones dulces se encuentran elevados en los
pacientes diabéticos (Schelling y col., 1965; Lawson y col., 1979; Abbasi, 1981).EI
hecho de que el aumento en los niveles umbrales de deteccion del gusto azucarado en
los pacientes diabéticos este correlacionado con la severidad de la neuropatia periférica
sugiere que la ageusia en la diabetes podria ser el resultado de la degeneracién de las
fibras gustativas y/o a la atrofia de las papilas gustativas (Le Floch y col., 1992;
Stolbova y col., 1999). Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales se presentan
alteraciones en la percepcion gustativa no se conocen, una posibilidad es que existan

cambios en la plasticidad de los corpusculos gustativos.
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6. HIPOTESIS
“Existe cambios en el nimero de corpusculos gustativos y en la morfologia de

la papila caliciforme en ratas con Diabetes Mellitus tipo 17

7. OBJETIVO GENERAL

En un modelo experimental de DM1 determinar el efecto de la DM1 sobre la

plasticidad de los corpUsculos gustativos en la papila caliciforme.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Inducir Diabetes Mellitus tipo 1 en ratas.

2. Determinar el efecto de la DM1 sobre la morfologia y nimero de los corpusculos de

la papila caliciforme.

3. Determinar el efecto de la DM1 sobre la ingesta de solucion de sacarosa.




PLASTICIDAD DE LOS CORPUSCULOS GUSTATIVOS EN UN MODELO DE DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL

9. MATERIALES Y METODOS

9.1 ANIMALES

Para nuestro estudio se utilizaron ratas macho adultas de la Cepa Wistar de 8
semanas de edad con un peso de 200+10g. Los animales fueron mantenidos en
condiciones ambientales estandar: ciclos de luz—oscuridad de 12 h cada uno, humedad

relativa de 80% y temperatura de 20- 24°C, con alimentacion y agua ad libitum.

9.2 INDUCCION DE DIABETES MELLITUS

Para la induccion de la DM1 se inyectd al grupo experimental estreptozotocina
(STZ) en dosis tUnica 55 mg/Kg de peso via intraperitoneal (i.p.), disuelta en solucién
amortiguadora de citratos de pH 4.5, a otro grupo de ratas se les administrd
simultaneamente un volumen equivalente del vehiculo constituyendo el grupo control.
A las 48 horas posteriores al tratamiento con STZ se les realizo la
determinacion de la glucosa sanguinea con un glucometro (One Touch Ultra). Cada

semana posterior a la administracion de STZ se realiz6 la determinacién de glucosa.

9.3 PREPARACION DE TEJIDOS

Se procedio al Sacrificio de los animales mediante fractura cervical, se les
préctico una incision media toraxico exponiendo el corazén y realizando una perfusion
en el ventriculo izquierdo con solucion salina isotonica fria al 0.9%, para remover la
sangre de la lengua. Las ratas se decapitaron y de inmediato se les extrajo la lengua, la
cual fue fijada con para-formaldehido (PAF) al 4% en solucion amortiguadora salina de
fosfatos (PBS) durante 24 horas a 4°C., posteriormente el tejido se trato para su
crioproteccién en PBS con sacarosa al 10, 20 y 30 % de manera secuencial por un
periodo de 24 horas a 4°C., para obtener por micro-diseccion la papila caliciforme, para
su posterior orientacion en OCT a -20°C., posteriormente se realizaron cortes de 16

micrometros de espesor en un criostato y se colocaron en laminillas gelatinizadas. Los
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cortes histologicos se tifieron con hematoxilina-eosina. Los cortes se realizaron en ratas
con DML1, a partir de la primera semana hasta la novena semana de induccion de la

DML, con sus respectivos controles.

9.4 TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Para realizar el conteo de los corpusculos gustativos de la papila caliciforme la
técnica utilizada fue la tincion de Hematoxilina-Eosina, para ello se obtuvieron cortes
de 16 um en laminillas gelatinizadas, los cuales fueron fijados con etanol al 96% por 5
minutos a TA. Los cortes se lavaron con agua corriente por 10 s y se sumergieron en
una solucion de colorante hematoxilina por 1 minuto a TA. Posteriormente, los cortes se
lavaron con agua corriente por 10 s y se sumergieron a una solucién de etanol acido
(0.5% de HCI en Etanol). Después, los tejidos se lavaron con agua corriente por 10 s 'y
se expusieron a una solucion de colorante eosina por 1 minuto a TA. Los cortes se
lavaron y se deshidrataron en etanol a concentraciones crecientes (96% y absoluto). Las
muestras fueron montadas en resina para su documentacién, en un microscopio éptico

Carl Zeizz.

9.5 INGESTA DE LIQUIDOS

Se realiz6 la medicion de la ingesta de solucion de sacarosa al 1% y de agua,
en los animales tratados con STZ y sus respectivos controles.

Previo a la medicion de la ingesta de liquidos se les colocaron dos bebederos con
agua para que los animales se adaptaran a tomar indistintamente de las dos botellas.
Posterior a la adaptacion de los animales y después de cumplida una semana de la
induccion de la diabetes se colocaron sobre la jaula dos botellas, la primera con
solucidn de sacarosa al 1% y la segunda botella con agua la medicion se realizo a las

24 horas posteriores a la colocacion de las botellas.

9.6 ANALISIS DE LAS PAPILAS

El nimero de corplsculos gustativos en cada papila caliciforme fue contado
usando el método modificado de Bradley (1980): se revisé cada corte en forma
secuencial y se contaron por triplicado, es decir, a cada laminilla se le realizé el conteo

en forma independiente por tres individuos.
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9.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los resultados se utilizo el programa Graph Pad Prisma 4.0
con el cual se calculé el promedio y la desviacion estandar de los datos experimentales
y se empleo la “t” de student para determinar si existe diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos estudiados.
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10. RESULTADOS

10.1 INGESTA DE LIQUIDOS
Enla Figura 6 se observa que en la primera semana de induccion de la diabetes, tanto

en el primer dia como en el segundo dia de medicion, las ratas con DM1 ingirieron
mayor cantidad de agua (Fig. 6B) y de solucién de sacarosa (Fig. 6A) y por lo tanto de
liquidos totales (Fig. 6C). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (P< 0.0001)

comparada con su grupo control.
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FIGURA 6 Ingesta de liquidos a la primera semana de induccion de la DM1. (A)
Consumo de solucion de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa. X + D.E. de 3 ratas de cada grupo. **p«< 0.001, ***p< 0.0001
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En la Figura 7 se observa la ingesta de liquidos en las ratas de la segunda semana de
induccién de DM1. Las ratas con DM1 ingirieron mayor cantidad de liquidos respecto
al grupo control. Comparando con la primera semana las ratas del grupo con DM1
disminuyeron en un 30% su ingesta de solucion de sacarosa (Fig. 7A) y aumentaron
en un 47% ingesta de agua (Fig. 7B) por lo tanto en la segunda semana de la induccion,

las ratas con DM1 bajan su consumo de liquidos totales un 14% (Fig. 7C).
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FIGURA 7 Ingesta de liquidos a la segunda semana de induccion de la DM1. (A)
Consumo de solucion de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa. X + D.E. de 3 ratas de cada grupo. ***p<0.0001




PLASTICIDAD DE LOS CORPUSCULOS GUSTATIVOS EN UN MODELO DE DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL

En la Figura 8 se muestra la ingesta de liquidos en las ratas de la tercera semana de
induccién de DM. Las ratas con DML ingirieron mayor cantidad de liquidos con
respecto al grupo control. Comparando con la segunda semana las ratas del grupo con
DML disminuyeron en un 72% en el consumo de agua (Fig. 8B) y aumentaron un 68 %
su ingesta de solucion de sacarosa (Fig. 8A), con las resultados anteriores se percibe

un incremento 31% en el consumo de liquidos totales (Fig. 8C).
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FIGURA 8 Ingesta de liquidos a la tercera semana de induccién de la DM1. (A)
Consumo de solucién de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa. X + D.E. de 3 ratas de cada grupo. **p«< 0.001, ***p< 0.0001
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En la Figura 9 se muestra la ingesta de liquidos a la cuarta semana de induccion de
DML1. Las ratas con DM1 ingirieron mayor cantidad de liquidos con respecto al grupo
control. Comparando con la tercera semana se observa en las ratas con DM1 un
aumento del 50% en el consumo de agua (Fig. 9B) y se mantiene igual su ingesta de

solucion de sacarosa (Fig. 9A).
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FIGURA 9 Ingesta de liquidos a la cuarta semana de induccion de la DM1. (A)
Consumo de solucién de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa X + D.E. de 3 ratas de cada grupo. **p<0.001, ***p<0.0001
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En la Figura 10 se observa la ingesta de liquidos en las ratas de la quinta semana de
induccién de DML1. Las ratas con DM1 ingirieron mayor cantidad de liquidos con
respecto al grupo control. Comparando con la cuarta semana las ratas del grupo con
DM1 aumentaron en un 60% su ingesta de agua (Fig. 10B) y un aumento del 18%
en la ingesta de solucion de sacarosa (Fig. 10A), observando un incremento en la

ingesta de liquidos totales (Fig. 10C).
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FIGURA 10 Ingesta de liquidos a la Quinta semana de induccién de la DM1. (A)
Consumo de solucién de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa. X + D.E. de 3 ratas de cada grupo. **p< 0.001, ***p<0.0001
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En la Figura 11 se observa la ingesta de liquidos en las ratas de la sexta semana de
induccién de DML1. Las ratas con DM1 ingirieron mayor cantidad de liquidos respecto
al grupo control. Comparando con la quinta semana las ratas del grupo con DM1
disminuyeron en un 11% su ingesta de solucion de sacarosa (Fig. 11A) y disminuyeron

enun 44.5% suingesta de agua (Fig. 11B).
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FIGURA 11. Ingesta de liquidos a la Sexta semana de induccion de la DM1. (A) Consumo
de solucion de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos totales
aguay sacarosa. X = D.E. de 3 ratas de cada grupo. * **p<0.0001
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En la Figura 12 se observa la ingesta de liquidos en las ratas de la séptima semana de
induccién de DM1. Las ratas con DM1 ingirieron mayor cantidad de liquidos respecto
al grupo control. Comparando con la sexta semana las ratas del grupo con DM1
disminuyeron en un 11% su ingesta de solucion de sacarosa (Fig. 11A) y disminuyeron

enun 44.5% suingesta de agua (Fig. 11B).
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FIGURA 12. Ingesta de liquidos a la Séptima semana de induccion de la DM1. (A)
Consumo de solucion de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa. X + D.E. de 3 ratas de cada grupo. ***p<0.0001.
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En la Figura 13 se observa la ingesta de de liquidos en las ratas de la octava semana de
induccién de DML1. Las ratas con DM1 ingirieron mayor cantidad de liquidos con
respecto al grupo control. Comparando con las semanas anteriores las ratas del grupo
con DM1 muestran una disminucion en el ingesta de agua (Fig. 12B) al grado que la
ingesta llega a ser igual a la del grupo control y una disminucién en la ingesta de la

solucién sacarosa (Fig.12A), por tanto la ingesta de liquidos totales disminuya.
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FIGURA 13. Ingesta de liquidos a la Octava semana de induccién de la DM1. (A)
Consumo de solucion de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa. X = D.E. de 3 ratas de cada grupo. ***p< 0.0001.
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En la Figura 14 se observa la ingesta de liquidos en las ratas de la novena semana de
induccién de DML1. Las ratas con DM1 ingirieron mayor cantidad de liquidos respecto
al grupo control. Comparando con las semanas anteriores las ratas del grupo con DM1
disminuyeron su ingesta de agua en el primer dia de medicién al grado que la ingesta
llega a ser igual a la del grupo control (Fig. 13B) mientras que en el segundo dia llega

a ser menor el consumo de agua con respecto a su control.
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FIGURA 14. Ingesta de liquidos a la Novena semana de induccion de la DM1. (A)
Consumo de solucién de sacarosa al 1 % (B) consumo de agua (C) Consumo de liquidos
totales agua y sacarosa X + D.E. de 3 ratas de cada grupo. ***p<0.0001.
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En la Figura 15 se observa el porcentaje de ingesta de agua relacionado al consumo de
liquidos totales en cada semana a partir de la induccién de DM1. Se puede apreciar que
las ratas del grupo con DML ingirieron menor porcentaje de aguaenla1,4,6,7,8 y9

semana comparada con su grupo control.
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FIGURA 15. Porcentaje de ingesta de agua durante las 9 semanas posteriores a la
induccién de la DML1 en relacion al consumo de liquidos totales.
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En la Figura 16 se observa el porcentaje de ingesta de sacarosa relacionado con el
consumo de liquidos totales en cada semana a partir de la induccion de DM1. Se puede
apreciar que las ratas del grupo con DM1 ingirieron mayor porcentaje de solucién de

sacarosa en la 1,4, 6, 7, 8 y 9 semana comparada con su grupo control.
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FIGURA 16. Porcentaje de ingesta de solucion de sacarosa al 1% durante las 9 semanas
posteriores a la induccion de la DM1 en relacion con la ingesta de liquidos totales.
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En la figura 17 se muestra el nimero de corpusculos gustativos en las ratas con DM1 y
en las ratas del grupo control, a partir de la primera semana y hasta la novena semana de
induccién de la DM1. Se observa que existe disminucion estadisticamente significativa

del nimero de corpusculos gustativos en las ratas con DM1 comparadas con su control.
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FIGURA 17. Nimero corpusculos gustativos en la papila caliciforme de ratas. X + D.E.
de Seis experimentos realizados cada grupo. * p<0.05, ** p<0.001.
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En la Figura 18 se muestra el porcentaje de reduccion del nimero de corplsculos

gustativos durante las nueve semanas de experimentacion.
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FIGURA 18. Porcentaje de reduccion de los corpusculos gustativos.
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En la Figura 19 se muestran macrofotografias de la papila caliciforme y de los
corpusculos gustativos de la Novena semana de induccion de DM1, se observan
cambios morfoldgicos en la papila de las ratas con DM1 (19B) con respecto a su control
(19A). Se puede observar menor densidad de las células gustativas, en los corpusculos
gustativos de las ratas con DM1 (19D) con respecto a su control (19C). Indicado con la

flecha

FIGURA 19. Morfologia de la papila caliciforme de rata control (19A) y rata diabéticas
(19B). Amplificacion de los corpusculos gustativos de rata Control (19C) y ratas
diabéticas (19D) nueve semanas después de la induccién de la DM1.
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11. DISCUSION

La diabetes mellitus constituye un problema grave de salud en Meéxico, por
lo que se requieren modelos experimentales de DM para estudiar y entender los
mecanismos moleculares de las complicaciones de la misma. La administracion de
Estreptozotocina para inducir diabetes mellitus tipo 1 en forma experimental se ha
reportado que es un buen método para tener un modelo experimental de la diabetes tipo
1 reproducible y adecuado(Juarez, 2008), debido a que las ratas utilizadas para este
modelo presentan hiperglucemia, poliuria (aumento de excrecion urinaria), polidipsia
(necesidad de tomar agua) y polifagia (aumento del apetito), y perdida de peso que son
las caracteristicas principales de la enfermedad y derivadas de estas se presentan las
complicaciones como retinopatia, disgeusia y neuropatia periférica. EI modelo
empleado de ratas con DM1 en nuestro estudio se implementd en nuestro laboratorio y
fue reportado previamente (Juarez, 2008).

Con respecto al efecto de la DM1 sobre la ingesta de solucion de sacarosa, se
observo aumento en la ingesta de solucion de sacarosa, algunos autores han reportado
dentro de las manifestaciones clinicas de la diabetes mellitus una pérdida de
sensibilidad a los estimulos gustativos, concretamente el umbral de percepcion gustativa
por las soluciones dulces se encuentra elevado en pacientes diabéticos (Schelling et al.,
1965; Lawson et al., 1979; Abbasi, 1981). Esta disminucion de la percepcion gustativa
por la solucion de sacarosa en las ratas con diabetes mellitus puede ser explicada por
una reduccion en la intensidad de las respuestas eléctricas de los nervios craneanos que
transmiten las sefiales gustativas de la lengua al cerebro. Estas alteraciones estan
presentes en un 76% de los pacientes que sufren diabetes mellitus de tipo 1 y en el 40%
de los pacientes afectados por la diabetes mellitus de tipo 2 (Le Floch et al., 1992;
Stolbova et al., 1999). La disminucion de la percepcion gustativa asociada a la diabetes
mellitus se presentan al inicio de la enfermedad (Perros et al., 1996) y evolucionan en
intensidad al mismo tiempo que aumenta la severidad de la enfermedad, lo cual
observamos en nuestro estudio ya que en la semana 8 y novena de induccién de la DM1
el porcentaje de ingesta de solucion de sacarosa fue mayor que en las semanas previas.
Estas observaciones sugieren que la disminucion en la sensibilidad gustativa en las

primeras fases de la diabetes mellitus puede favorecer la ingesta de alimentos ricos en
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azucares y en consecuencia, exacerbar la hiperglucemia, se ha encontrado que los
pacientes obesos también presentan déficits de percepcién gustativa (Stolbova et al.,
1999) y que las ratas prediabéticas presentan una mayor ingesta de sacarosa y otros
compuestos dulces sin que su patron de consumo de compuestos acidos, salados y
amargos se encuentre afectado (De Jonghe et al., 2005; Hajnal et al., 2005).

Por otro lado en las ratas con DM1 se observo reduccion en el niamero de
corplsculos gustativos a partir de la segunda semana de induccion de la DM1, sin
embargo, la reduccién no es tan marcada durante las primeras cuatro semanas como en
las ultimas semanas, lo cual se podria explicar como un efecto de plasticidad del
sistema, es decir, el recambio de células del tipo Il o los receptores del gusto azucarado
(T1R2/T1R3) no se altera, pero a partir de la quinta semana la reduccién en el numero
de corpusculos gustativos fue mayor lo que se podria estar correlacionado con efectos
derivados de las complicaciones de la neuropatia periférica en las ratas diabéticas,
debido a que la presencia de nervios intactos son necesarios para mantener la
integridad del corpusculo gustativo, en efecto, si el nervio glosofaringeo se encuentra
seccionado el nimero de corplsculos gustativos disminuye significativamente y su
regeneracion por cirugia induce la formacion de nuevos corpusculos gustativos
totalmente diferenciados (Whitehead et al., 1987; Barry et al., 1993; Suzuki et al.,
1996), esto se puede explicar por que las fibras nerviosas proporcionan un factor tréfico
para las células gustativas. Simultdneamente o alternativamente la degeneracién de las
fibras nerviosas podria liberar factores que induzcan la apoptosis del corpusculo
gustativo. Sin embargo en este estudio no se realiz6 inmuno histoquimica empleando
anticuerpos contra PGP 9.5 para observar las fibras de los nervios que inervan a las
papilas gustativas. Los cambios en el nimero de células de tipo Il y/o de la expresion de
receptores para el sabor azucarado no fueron explorados en este estudio, lo cual genera

perspectivas para continuar estudiando los efectos de la DM1 sobre el sistema gustativo.
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12. CONCLUSIONES

LA DM1 AFECTA LA PLASTICIDAD DE LOS CORPUSCULOS GUSTATIVOS
DE LA PAPILA CALICIFORME.
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