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RESUMEN

El sistema gustativo es el encargado de detectar el sabor a nivel periférico y
enviar la sefial a nivel del sistema nervioso central, este sistema esta
conformado por células gustativas (CG) que conforman los corpusculos
gustativos, que a su vez forman las papilas gustativas. Las CG contienen los
receptores para la deteccion de las cinco modalidades gustativas establecidas
hasta el momento; especificamente el sabor dulce es detectado por la
activacion del receptor T1R2/T1R3. Dentro de las manifestaciones clinicas de
la Diabetes Mellitus (DM), se ha reportado que existe pérdida en la sensibilidad
a los estimulos gustativos. Concretamente, el nivel umbral de percepcion
gustativa para las soluciones dulces se encuentra elevado en pacientes
diabéticos, se ha sugerido que la pérdida en la sensibilidad gustativa
(disgeusia) en la diabetes podria ser el resultado de la degeneracién de las
fibras gustativas y/o de la atrofia de las papilas gustativas. No se conoce si en
la DM existe alteracion en la expresion de los receptores T1R2/T1R3 por lo que
se buscé determinar si existen cambios en la expresion del receptor para el
gusto azucarado en papilas caliciformes de ratas con DM experimental (DME).
Para lo cual se indujo la DME mediante la administracion de estreptozotocina a
ratas macho de 3 meses de edad, se sacrificaron a la primera y sexta semana
de induccion y se diseco la papila caliciforme para determinar la expresion del
receptor T1R2/T1R3 mediante la técnica de RT-PCR. Previo al sacrificio las
ratas fueron sometidas a una prueba de ingesta de soluciones de sacarosa a
diferentes concentraciones (0.1%, 1.0% y 10%) para determinar si existen
diferencias en la preferencia de estas soluciones en las ratas del grupo
diabético con respecto a las del grupo control. Los resultados muestran que el
grupo con DME tuvo mayor preferencia por las soluciones de 0.1 y 1.0%
mientras que se observd una menor preferencia por la solucion de 10%
comparado con el grupo control. Con respecto a la expresion de los receptores
se observo una disminucion significativa en la expresion de las subunidades del
sabor dulce, T1R2 y T1R3, en el grupo con DME tanto a la primera como a la
sexta semana posterior a la induccion de la DM. También se encontré que
existe una disminucién en el numero de corpusculos gustativos de las ratas

diabéticas a la primera y a la sexta semana. Esto sugiere que los cambios en la
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preferencia gustativa por las soluciones dulces en la DM pueden deberse a
cambios en la expresion de los receptores para el gusto azucarado y cambios
en la plasticidad de los corpusculos gustativos que son la unidad funcional del

sistema gustativo a nivel periférico.

ABSTRACT

The taste system is responsible for detecting the taste stimulus at the peripheral
level and sends the signal to the central nervous system. The peripheral system
consists of taste cells (TC) which form the taste buds, which in turn form the
taste papillae. The TC contain receptors for the detection of the five taste
modalities established until now, specifically the sweet taste is detected by
activation of T1R2 and T1R3 receptors. It has been reported that one of the
clinical manifestations of diabetes mellitus (DM) is diminution in sensitivity to
taste stimuli. Specifically, the threshold level of taste for sweet solutions are
elevated in diabetic patients, these observations suggest that the diminution in
taste sensation (Dysgeusia) in diabetes could be the result of degeneration of
taste fibers and/or atrophy of the taste buds. It is unknown if in the DM exists an
altered expression of receptors T1R2/T1R3, therefore in order to determine
whether there are changes in the expression of receptors for sweet taste
(T1R2/T1R3) in papillae of rats with experimental DM (DME) male rats at three
months old were induced with DME by administration of streptozotocin
(55mg/kg weight). At first and sixth week of induction the animals were
sacrificed and dissected circumvallate papilla to determine the receptor
expression T1R2/T1R3 by RT-PCR technique. Prior to sacrifice the rats were
subjected to a two bottle test of intake of water and sucrose solutions at
different concentrations (0.1%, 1.0% and 10%) to determine whether there are
differences in the preference of these solutions in the rats of diabetic group with
respect to the control group. The results show that the DME group showed
greater preference for the solutions of 0.1% and 1.0% while there was a lower
preference for the solution of 10% compared with the control group. With
respect to receptor expression there was a significant decrease in the

expression of T1R2 and T1R3 receptors in the DME group in both the first and
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the sixth week after the induction of DME. Also we found that there was a
diminution in the number of taste buds in the diabetic rats at first and sixth week
of DME. These results suggest that changes in taste preference for sweet
solutions in DM may be due to changes in the expression of receptors for sweet
taste and changes in the taste buds plasticity, these taste buds are the

functional unit of the gustatory system at peripheral level.
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INTRODUCCION

DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que se caracteriza por
hiperglucemia que resulta de la accion deficiente de la insulina que puede
deberse a una inadecuada secrecion de insulina y/o una respuesta disminuida
de los tejidos a la insulina en uno o mas puntos en la via de accion de esta
hormona. Existen diversos procesos patogénicos en el desarrollo de la diabetes
que causan deficiencias de insulina, entre los que se encuentran, la destruccién
autoinmune de las células B del pancreas y resistencia a la insulina en los
tejidos, lo cual causa anomalias en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas. Los sintomas de la hiperglucemia en la DM incluyen poliuria,
polidipsia, polifagia, y visibn borrosa. Las consecuencias agudas son
hiperglucemia con cetoacidosis o sindrome hiperosmolar no ceténico y entre
las consecuencias cronicas se encuentran la retinopatia con pérdida en la
vision, nefropatia que conduce a insuficiencia renal, neuropatia periférica con
riesgo de perder la sensibilidad en los miembros distales, con complicaciones
como pie diabético y neuropatia autonémica que puede causar danos
gastrointestinales, genitourinarios y cardiovasculares. (American Diabetes
Association, 2003).

El dano a los tejidos que provoca la hiperglucemia de la DM se puede explicar
por la glicosilacion de proteinas como la hemoglobina (Wautier y Guillausseau,
2001), el incremento en la produccién de poliol, la hiperactivacién de la PKC y

la produccién de especies reactivas de oxigeno (Diaz-Flores, et al., 2004).
En 1997 el comité de expertos de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA)

propuso la siguiente clasificacion de la DM que hasta el momento es la mas

aceptada.
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l.- Diabetes Mellitus Tipo 1
Il.- Diabetes Mellitus Tipo 2
Il.- Diabetes Mellitus Gestacional

V.- Otros tipos especificos de diabetes

|.- DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

Conocida anteriormente como Diabetes insulinodependiente o Diabetes infantil.
Este tipo de diabetes resulta de la destruccién autoinmune de las células (3 del
pancreas. Se distinguen dos subclases, una variedad autoinmune y otra

idiopatica (Powers, 2006).

En este tipo de DM el rango de destruccion de las células B del pancreas es
muy variable. Algunos pacientes, particularmente nifios y adolescentes, pueden
presentar cetoacidosis como primer sintoma de la DM1, otros pueden presentar
una hiperglucemia leve que puede cambiar rapidamente a severa y/o
cetoacidosis en presencia de infecciones. Los pacientes eventualmente
dependen de insulina para sobrevivir, comunmente aparece en etapas
tempranas de la vida pero puede darse en cualquier momento, incluso en etapa
senil. La destruccion autoinmune de las células [ tiene multiples
predisposiciones genéticas y se pueden relacionar con factores ambientales

que permanecen pobremente definidos.

En la variedad idiopatica los pacientes presentan también insulinopenia y son
propensos a cetoacidosis pero no existe evidencia autoinmune. Solo una
pequeia minoria de los pacientes con DM1 cae en esta variedad de los cuales

la mayoria son africanos o asiaticos (American Diabetes Association, 2003).
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Il.- DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2)

Anteriormente conocida como diabetes no insulinodependiente o diabetes del
adulto, DM2 es la clasificacidon que se usa para individuos que presentan
resistencia a la insulina o una deficiencia parcial de ésta. Durante los primeros
afios de padecerla los pacientes no requieren insulina para sobrevivir. Existen
diferentes posibles causas para la DM2 y aunque estas no se conocen se ha
determinado que en la DM2 no existe destruccion autoinmune de las células 3
y los pacientes que la padecen no tienen ninguna otra de las causas posibles
de la DM1 ni de alguna otra clasificacion. La mayoria de los pacientes con DM2
son obesos y la obesidad en si causa cierto grado de resistencia a la insulina
(Powers, 2006). El riesgo de padecer este tipo de diabetes incrementa con la
edad, la baja actividad fisica y como se mencioné anteriormente con la
obesidad, ya que entre el 50 y 90% de pacientes con diabetes de tipo 2 son

obesos (American Diabetes Association, 2003).

La etiologia de la diabetes tipo 2 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. 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 anos al desarrollo de la diabetes. Entre los desencadenantes
ambientales hipotéticos se cuentan los virus, en especial el virus coxsackie
(Powers, 2006).

[ll.- DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La diabetes mellitus gestacional (DMG) se define como cualquier grado de
intolerancia a la glucosa que sea detectada durante el embarazo (American
Diabetes Association, 2003) y consiste en la presencia de hiperglucemia en

ayuno o intolerancia a la glucosa moderada. Las mujeres diabéticas que se
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embarazan no se incluyen en esta clase; la frecuencia de la DMG es mayor
conforme avanza la edad, en las mujeres con sobrepeso y en las razas o etnias
de Africa o Asia. El factor aislado mas compatible con una tolerancia alterada a
la glucosa oral durante el embarazo es la edad. Las mujeres con DMG tienen
mayor riesgo de desarrollar diabetes de tipo 2 después del embarazo (Harris,
2003).

IV.- OTROS TIPOS ESPECIFICOS DE DIABETES

Esta variedad comprende un grupo heterogéneo que abarca los casos de
diabetes en que las causas se establecen o por lo menos se conocen
parcialmente. Estas causas comprenden defectos genéticos conocidos que
alteran el funcionamiento de las células beta o la accion de la insulina,
trastornos del pancreas exocrino, endocrinopatias, diabetes inducida por
medicamentos o quimicos, infecciones, formas no comunes de diabetes
autoinmune y otros sindromes genéticos asociados con diabetes (American
Diabetes Association, 2003).

DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL (DME)

Los modelos animales han sido ampliamente utilizados en la investigacion de la
DM, desde 1922 se han usado una variedad de animales para la
implementacion de DME. Los modelos animales de DME han sido la clave para
el desarrollo de los agentes terapéuticos orales, tratamiento laser para la
retinopatia diabética, trasplante de tejido pancreatico y la utilizacion de la
bomba de insulina para liberar gradualmente la misma. Estos modelos han
contribuido de gran manera al estudio de la DM y han dado la oportunidad de
estudiar los factores genéticos y ambientales que pueden influir en el desarrollo
de esta enfermedad, en el establecimiento de sus complicaciones y también
nos han dado informacion de cémo manejar y tratar la DM en humanos. La
mayoria de los experimentos se llevan a cabo en ratas; sin embargo, otras

especies son utilizadas, incluyendo conejos, ratas, vacas, perros y ovejas. Los
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modelos animales de diabetes pueden ser espontaneos o usando sustancias
quimicas, cirugias o manipulacion genética, cada uno de los modelos tiene
ventajas y desventajas pero todos son usados de una manera distinta para

apoyar la investigacién acerca de la DM (Chatzigeorgiou, 2009).

La induccién de la diabetes se ha logrado por medio de diversas técnicas
experimentales. Las primeras aproximaciones de modelos de DM fueron que
tras la extirpacidn del pancreas a animales, estos presentaban los signos
tipicos de la diabetes, tales como, poliuria y polidipsia, por lo que la extirpacion
del pancreas se ha propuesto como estrategia experimental relativamente
simple para el estudio de los efectos de hiperglucemia en un animal. Sin
embargo, existen ademas otras complicaciones en los a los animales que se
les ha extirpado el pancreas derivadas de la falta de las otras hormonas que se
producen y excretan en el pancreas. Existen, también, métodos no quirurgicos
para inducir hiperglucemia por dafio al pancreas, entre los cuales se
encuentran la administracién de toxinas tales como STZ y aloxan. El uso de
agentes quimicos para producir diabetes, permite realizar estudios detallados
de los eventos bioquimicos y morfolégicos que ocurren durante y después de la
induccion de un estado diabético (Chatzigeorgiou, 2009; Rees y Alcolado
2005; Ramos, 1994).

SISTEMA GUSTATIVO

El sabor corresponde al ensamblaje de las sensaciones percibidas durante la
ingesta de alimentos y engloba la percepcién de olores y estimulos gustativos
(salado, amargo, dulce, acido y umami) producidos durante la masticacion,
ademas de las sensaciones producidas por la textura, la temperatura y la
astringencia (picante) de los alimentos. A nivel neurofisiolégico, la percepcién
del sabor resulta de la estimulacion combinada de tres sistemas sensoriales:
el olfato, el gusto y el tacto, que nos permiten tener una representacion del
alimento a ingerir. Cabe sefalar, que el gusto y el olfato contribuyen igualmente

a la digestion en el inicio de las secreciones a nivel gastrointestinal y estan
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intimamente asociados con la seleccion y el rechazo de los alimentos dafiinos y

potencialmente toxicos (Mattes y Cowart, 1994).

La percepcion de las moléculas odorantes y sapidas comienza en las células
receptoras especializadas a partir de las cuales, la informacion via diversos
circuitos neuronales, es transmitida al cerebro. En el sistema gustativo, la
deteccion de moléculas sapidas se lleva a cabo gracias a las células gustativas
donde la estimulaciéon de éstas pone en juego una red neuronal que se
extiende desde la lengua, el paladar y la faringe hasta zonas especificas de la

corteza como se muestra en la figura 1 (Purves, 2001).

~— Circunvo-
) lucién
poscentral

’/e’“-f Insula
{

Nucleo
solitario
Nticleo
ventroposterolateral
del tdlamo

Axones desde el

Lengua 2 R
nticleo solitario

Laringe

VPM del talamo

Hipotilamo

Nucleo solitario
del tronco
encefdlico
Amigdala

Corpuisculos gustativos s
(dos tercios agunteriores Nervio
de la lengua) craneano VII

Corptsculos gustativos Nervio
(tercio posterior de Graneano IX
la lengua)

Corpusculos gustativos Nervio
(epiglotis) craneano X

Figura 1: Organizacion del sistema gustativo humano
(Tomada de Purves, 2001).
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El punto de contacto del sistema gustativo con los alimentos se encuentra en la
lengua y el primer elemento de transmision, es un tipo de células epiteliales
especializadas denominadas células gustativas (Fig. 2), que se agrupan en
corpusculos gustativos (Fig. 3), que a su vez forman papilas gustativas (Buck,
2000). Las papilas gustativas, de acuerdo a su morfologia se dividen en tres
clases diferentes: fungiforme (en forma de hongo), caliciforme (en forma de
botdn) y foliada (en forma de crestas), cada una de ellas esta constituida de un
numero distinto y variable de corpusculos gustativos. Las papilas fungiformes
se localizan en las dos terceras partes anteriores de la lengua y en el paladar, a
pesar de ser las mas numerosas, tienen solo el 18% del total de corpusculos
gustativos. Las papilas caliciformes se encuentran en la tercera parte posterior
de la lengua, el numero de este tipo de papilas es de 7-9 en humanos y sélo
una en el caso de murinos; aun siendo en numero las mas reducidas, estas
integran el 48% del total de los corpusculos gustativos. Por otro lado, las
papilas foliadas se localizan en los lados de la tercera parte posterior de la
lengua. Solo existen dos papilas de este tipo, las cuales contienen el 34% de
los corpusculos gustativos presentes en la lengua (Fig. 2) (Buck, 2000; Purves,
2001).
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U.M.S.N.H.

Fapilas

Corpuscul
gustativo

Hendidura
Papilas
foliadas

— Papilas
fungiformes

Figura 2: Papilas gustativas en la lengua.
(Tomada de Purves, 2001).
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Poro gustativo Células gustativas Sinapsis

Microvellosidades Célula basal Axones

Figura 3: Corpusculo gustativo.
(Tomada de Purves, 2001).

Dentro de los corpusculos gustativos se distinguen cuatro tipos distintos de
células gustativas que son: las células basales, las de tipo I, las de tipo Il y las
de tipo ll. Las células basales son pequefias células esféricas localizadas en
la base del corpusculo a partir de las cuales son diferenciadas las de tipo |, Il y
[l (Buck, 2000). Las células de tipo |, Il y Il se caracterizan por tener una forma
bipolar y prolongaciones hacia la cavidad bucal donde interaccionan
directamente con las moléculas sapidas presentes en los alimentos y hacia la
base del corpusculo gustativo en donde establecen los contactos sinapticos
con las fibras nerviosas aferentes (Buck, 2000; Lindemann, 2001). Las células
gustativas de tipo | sirven de sostén al corpusculo gustativo y regulan la
concentracién extracelular de iones en el corpusculo (Bigiani, 2001). Las
células de tipo Il contienen la maquinaria necesaria para la deteccion y
transduccion de las sefiales gustativas (Boughter, 1998; Adler et al., 2000;
Yang et al., 2000a y 2000b; Yee et al., 2001). Sin embargo, estas células no
forman sinapsis con las fibras aferentes primarias (Clapp et al., 2004). Por otro

lado, las células de tipo Il son las uUnicas que establecen sinapsis con los
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nervios gustativos aferentes (Murray, 1986; Yang et al., 2000b; Yang et al.,
2004). Paradojicamente, las proteinas necesarias para la transduccion
gustativa de los sabores so6lo son expresadas en las células de tipo I
(Boughter, 1998; Adler et al., 2000; Yang et al., 2000a y 2000b; Yee et al.,
2001).

Las papilas gustativas son inervadas por los nervios: facial (VIl), glosofaringeo
(IX) y vago (X) como se muestra en la figura 1. Las fibras sensoriales del nervio
facial, a través de la cuerda del timpano, transporta la informacién 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 informacién proveniente de la faringe (Buck, 2000).
Todos los nervios que establecen contacto sinaptico con las células gustativas
convergen a nivel de la region rostral del nucleo del tracto solitario (NTS)
localizado en el tronco cerebral, de ahi son luego conectadas con el nucleo
ventro-postero-medial del tdlamo. Las neuronas del nucleo ventro-postero-
medial se proyectan hacia la parte anterior de la insula en el I6bulo cortical
temporal y hacia el opérculo en el I6bulo cortical frontal. Estas regiones son
consideradas como las areas cerebrales gustativas donde toma lugar la

percepcion consciente del gusto (Buck, 2000).

DETECCION DE SABORES

Existen cinco diferentes modalidades gustativas: dulce, amargo, salado, acido
y el umami. A nivel molecular, la deteccién y traduccién de los sabores se
realiza por receptores localizados en la superficie de las microvellosidades
presentes en la membrana apical de las células gustativas tipo Il (Fig. 3). En
funcién de la naturaleza del sabor, el receptor activado pertenecera, ya sea, a
la familia de receptores de tipo canal, en los 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 como se observa en la

figura 4. En el ultimo caso, la estimulacion del receptor activa una proteina que
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tiene la particularidad de unir el GTP, esta proteina esta constituida por tres
subunidades entre las cuales se encuentra la subunidad a que es capaz de
activar diversos sistemas de sefializacion intracelular. La deteccion y traduccién
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 (Sugita, 2006).

Receptores expresados en las céluas gustativas

- Dulce Umami
Salado Acido Amargo (MR2TIRY  (T{RITIRY)
\n 11 ’g 5
V) U \\',’ il¢ NA : p_z_
Ny 1\ !
=) & _— F @n 5 .
w ’ \& % 3\ < <
<+ 5 -t N8
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T Tt Aversion
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Figura 4. Receptores gustativos para los distintos sabores
(Tomada de Sugita, 2006).

Corpusculos
gustativos

DETECCION DE LOS SABORES SALADO Y ACIDO

Todos los vertebrados, poseen células gustativas que responden a los sabores
salado y acido. En mamiferos, la excitacion de estas células produce una
sensacion agradable sin embargo, una saturacion de estos receptores produce
una sensacion desagradable. La percepcidon del sabor salado se asocia con la
accion de los iones (Na®) presentes en forma de sal en los alimentos,
principalmente en forma de cloruro de sodio (NaCl). La deteccion de los

estimulos salados se efectia a través de la interaccion de los iones sodio con
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los canales idnicos sensibles a la amilorida (Boughter, 1998). La interaccion del
NaCl con estos canales, se produce por la difusién de iones sodio al interior de
la célula gustativa contra un gradiente electroquimico generando una
despolarizacién de la membrana celular (Avenet y Lindemann, 1991), lo que
induce un potencial de accion, que provoca el incremento de calcio intracelular
y por consiguiente la liberacion de un neurotransmisor (serotonina,
noradrenalina o ATP hasta ahora propuestos) sobre las fibras nerviosas

aferentes (Lindemann, 1996).

Por otro lado, al parecer los protones son los responsables del estimulo acido,
ya que el sabor generado por compuestos acidos es proporcional a la
concentracion de protones. La percepcidén del sabor acido de un alimento,
resulta de la interaccién de los protones (H™) liberados durante la masticacion
con el canal iénico. Los protones extracelulares son capaces de bloquear
canales de K* (Cummings y Kinnamon, 1992), impidiendo la salida de este
cation, lo cual provoca una despolarizacion y la generacion de potenciales de
accion, resultando en la liberacion de un neurotransmisor sobre las fibras
gustativas aferentes. Recientes estudios genéticos y funcionales han
demostrado que el receptor PKD2L1 (polycystic kidney disease), un miembro
de la familia de canales idnicos TRP (transient receptor potencial), es
selectivamente expresado en una poblacion de células gustativas distintas a las
que detectan los sabores dulce, umami y amargo. La ablacién de las células
que expresan este receptor, por la acciéon de la toxina diftérica, produce
animales con una pérdida total de la percepcion del sabor acido, manteniendo
intacta la capacidad de identificar los demas sabores. Sin embargo, el
mecanismo por el cual PKD2L1 puede mediar las respuestas a los sabores

acidos no ha sido descrito (Huang et al., 2006).
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DETECCION DE LOS SABORES DULCE Y AMARGO

La deteccion y traduccion de las senales gustativas de tipo amargo y dulce se
efectia por medio receptores acoplados a proteinas G. Se han descrito dos
familias de receptores para dichas modalidades: el grupo de los receptores
T1R que comprende los miembros T1R1, T1R2 y T1R3, implicados en la
deteccion del sabor dulce y umami (Hoon et al., 1999; Max et al., 2001;
Montmayeur et al., 2001) y la familia de los receptores T2R compuesta por 40-
80 miembros diferentes encontrados hasta el momento en los humanos (Adler
et al., 2000; Meyerhof, 2005, Behrens, 2006) relacionados con la deteccién del
sabor amargo (Fig. 5) (Chandrashekar et al., 2000; Nelson et al., 2001).

Por otro lado, a nivel intracelular, las vias de transduccion de los receptores de
los sabores amargo y dulce conducen a un aumento intracelular de calcio
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 activacién de la fosfolipasa C de tipo B2 (PLCB2). Esta
enzima cataliza la formacion de diacilglicerol (DAG) y de inositol trifosfato (IP3)
a partir de fosfatidilinositol difosfato (PIP;). EI aumento de la concentracién de
IP5 provoca la liberaciéon de iones Ca®* del reticulo endoplasmico generando
una despolarizacion de la célula y la liberacion de un neurotransmisor. Los
mecanismos de transduccion de las sefiales amargas, implican la activacion de
una fosfodiesterasa (PDE) y de la PLCp,. La activacién de la PDE involucra
una disminucion de la concentracion de cAMP y cGMP en la célula lo que lleva
a una apertura de canales de Na*/Ca® generando una despolarizacion celular.
La activacion de la PLCR; involucra, como en el caso de la activacion por
compuestos dulces, la sintesis de IP3; que induce la liberacion de calcio
intracelular (Yan et al., 2001; Zhang et al., 2003; Scott, 2004).

Aunque los dos tipos de receptores pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G, 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 (fig.

5a y 5b). Mientras que la region amino-terminal extracelular de los receptores
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del sabor amargo es mucho mas corta y el sitio de union para los compuestos
amargos se localiza en un dominio transmembranal del receptor (fig. 5c).
Ademas, los receptores del sabor amargo funcionan como proteinas
monomeéricas, en las cuales la fijacion del ligando induce un cambio de
conformacion capaz de activar las proteinas G (Wong, 1996). Mientras, que el
receptor del sabor dulce funciona como heterodimero donde las interacciones
entre sus unidades son esenciales para su actividad. Asi, la asociacion de
T1R2 y T1R3 (Fig. 5b) forman un complejo macromolecular capaz de
reconocer los compuestos dulces como sacarina, sacarosa, aminoacidos y

algunas proteinas dulces (Nelson et al., 2001, 2002; Li et al., 2002).

DETECCION DEL SABOR UMAMI

El termino japonés “umami” es utilizado para designar una sensacion gustativa
diferente de la salada, acida, amarga y dulce. El umami es un sabor 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, ademas de otros aminoacidos y péptidos (Damak,
2003).

Las células que expresan la combinacién de las subunidades T1R1+T1R3
(Figura 5) responden a la estimulacion con L-glutamato (Nelson et al., 2002; Li
et al., 2002) y la doble inactivacion de la expresion de estos receptores in vivo,
inhibe completamente las respuestas celulares al umami. Estos resultaros
sugieren fuertemente que la percepcion gustativa del umami recae unicamente
en la combinacién de las subunidades T1R1 + T1R3. La activacion del receptor
por el glutamato monosodico es seguida de una disminucion de la
concentracion de cAMP intracelular conduciendo a una elevacion de la
concentracion de Ca**, que genera un impulso nervioso transmitido al sistema

nervioso aferente (Zhang et al., 2003).
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(a) T1+ T1R3 = aminoacidos
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Figura 5. Familias de receptores T1IR y T2R.
Familias de receptores T1R y T2R implicados en la percepcién gustativa de los sabores dulce,

amargo y umami.
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ALTERACIONES GUSTATIVAS

Se ha encontrado que en pacientes con distintas enfermedades como:
desnutricién, desdérdenes inmunitarios, degradacion del estado de salud
general de personas mayores e hipertension arterial existen diversas
alteraciones gustativas (Mattes y Cowart, 1994; Winkler et al., 1999; Casper,
1980; Deems, 1991; Miller, 1989). También ciertas formas de obesidad, debido
a un mayor consumo de alimentos con alto contenido energético, al parecer se

asocian a una disfuncién de la percepcion gustativa (Stolbova et al., 1999).

Por otro lado en la DM se ha reportado que existe neuropatia que causa
diversas alteraciones en el sistema nervioso, que se manifiestan de diferentes
maneras, como pérdida en la sensibilidad de los miembros distales. Se ha
encontrado también que durante el curso de la DM existe una disminucion en
la percepcion gustativa en pacientes con diagnostico de diabetes de tipo | y I,
(Le Floch et al., 1989, 1990; Stolbova et al., 1999) que puede deberse también
a la neuropatia (Man-Hui, 2006) sin embargo no se conocen los mecanismos

por los cuales la DM causa esta disminucion en la percepcion gustativa.
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JUSTIFICACION

La DM es, actualmente, un problema de salud publica, que en México ocupa el
primer lugar en muertes y es una de las principales causas de morbilidad
relacionadas con retinopatia, nefropatia, enfermedades cardiovasculares,
amputaciones y neuropatia periférica (ENSANUT 2006). A nivel mundial se
prevé que del 2.8% de la poblacion que tenia esta enfermedad en el afio 2000
aumente a 4.4% para el 2030. Se espera que el numero total de personas con
esta enfermedad aumente de 171 millones en el afio 2000 a 366 millones en el
2030 (Wild, 2004).

Dentro de las manifestaciones clinicas de la DM se ha reportado que existe
pérdida de sensibilidad a los estimulos gustativos. El sistema gustativo a nivel
periférico tiene su punto de contacto con las moléculas sapidas en un tipo de
células epiteliales especializadas llamadas células gustativas, que se agrupan
en corpusculos gustativos, que a su vez forman papilas gustativas (Buck,
2000). Las papilas gustativas, se dividen en tres clases distintas: fungiforme,
caliciforme y foliada; cada una de ellas constituida de un numero distinto y
variable de corpusculos gustativos. En el caso de los murinos solo existe una
papila caliciforme que se encuentra en la tercera parte posterior de la lengua vy,
aun siendo en numero la mas reducida, integra el 48% del total de los
corpusculos gustativos. (Buck, 2000; Purves, 2001). En el caso de los
individuos que padecen DM el umbral de percepcion gustativa para las
soluciones dulces se encuentra elevado por lo cual estos pacientes consumen
mas cantidad de azucar para lograr el estimulo al sabor dulce (Schelling et al.,
1965; Lawson et al., 1979; Abbasi, 1981). El hecho de que el aumento en el
umbral de deteccidén del gusto azucarado en los pacientes diabéticos este
correlacionado con la severidad de la neuropatia periférica, sugiere que la
disgeusia en la diabetes podria ser el resultado de la degeneracion de las fibras
gustativas (Le Floch et al., 1992) y/o de la atrofia de las papilas gustativas y
esto puede tener como consecuencia cambios en la expresion de receptores

del gusto azucarado lo cual no se conoce por lo que planteamos la siguiente:
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HIPOTESIS

En la Diabetes Mellitus disminuye la expresion de las subunidades T1R2 y

T1R3 del receptor del gusto azucarado en la papila caliciforme de la rata.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la DME sobre la expresion de las subunidades T1R2 y

T1R3 del receptor del gusto azucarado en la papila caliciforme de la rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar si existen cambios en la preferencia de soluciones de sacarosa

en ratas con DME.

2.- Determinar los niveles de expresion de los mMRNA de las subunidades T1R2

y T1R3 del receptor del sabor dulce en la papila caliciforme de la rata.

3.- Determinar el efecto de la DME sobre el numero de corpusculos gustativos

en la papila caliciforme de la rata.
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METODOLOGIA

ANIMALES

El estudio se realizd en ratas Wistar macho, de 12 semanas de edad,
procedentes del bioterio de la Facultad de Quimico Farmacobiologia. Durante
el estudio, los animales fueron mantenidos en ciclos de luz-oscuridad de 12
hrs cada uno, humedad relativa de 60% y temperatura de 20-24°C. Todos los

animales se sometieron a la misma dieta y agua ad libitum.

GRUPOS EXPERIMENTALES

Se formaron 4 grupos experimentales que se observan en la tabla 1, las ratas
se dividieron en 2 grupos principales que son control y DME. De acuerdo a la
solucién de sacarosa que tomaron se dividieron en 4 subgrupos. Como control
del experimento se formd un grupo al cual solo se le dio a tomar agua en los
dos biberones, otro grupo al cual se le dio un solucién de sacarosa en uno de
los biberones al 0.1% otro grupo con solucién al 1.0% y otro con solucion al
10%. Para las muestras de la primera semana la n fue de 18 en cada
subgrupo, al término de esta se sacrificaron 9 ratas, por lo que para la sexta

semana quedaron 9 ratas de cada subgrupo.

Tabla 1 Grupos experimentales

Grupos
Agua Control DME
Soln. Sacarosa al 0.1% Control DME
Soln. Sacarosa al 1.0% Control DME
Soln. Sacarosa al 10% Control DME
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Las muestras fueron analizadas a la primera semana para observar el efecto
agudo de la DME sobre la expresion de los mMRNA del receptor TIR2/T1R3 y a
la sexta semana para verificar los cambios debidos al efecto crénico de la
DME.

INDUCCION DE DIABETES

Para inducir la diabetes, al grupo experimental se le administr6 STZ [N-
Methylnitrosocarbamoyl-D-glucosamine, Sigma] via IP, en dosis unica de 55
mg/Kg de peso, disuelta en agua inyectable, al grupo control se le administré
simultdneamente un volumen equivalente del vehiculo como control de estrés.
Los niveles de glucosa en sangre de cada rata fueron medidos utilizando el
aparato One Touch Ultra, antes y después de la inducciéon con STZ con 8 horas
de ayuno previo. Para esta medicion se realizdé puncion en la vena caudal con
una lanceta, la muestra sanguinea se coloco en la tira reactiva para One Touch
Ultra y se registro la lectura de la glucosa en mg/ dL. Los valores normales de
glucosa sanguinea en las ratas fueron de 73-110 mg/dL. Posteriormente se
realizd la medicién de glucosa en sangre antes del sacrificio de los animales

para la obtencion de las muestras.

PESO Y CONSUMO DE ALIMENTO

El peso corporal y consumo de alimento se midio a la primera semana y a la
sexta semana posteriores a la induccion de la DME. Para medir el consumo de
alimento se colocé la cantidad de 100 g y 24 h después se peso el alimento
sobrante y por diferencia se obtuvo la cantidad de alimento consumido por las

ratas.
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INGESTA DE SOLUCION DE SACAROSA

Las ratas se colocaron en jaulas individuales se les proporcion6é agua en dos
bebederos durante una semana para adaptarlas a los mismos, al término de
esta semana se les colocé en uno de los bebederos solucion de sacarosa al
0.1%, 1.0% o al 10% antes de la administracién de la estreptozotocina y
posteriormente cada semana se determind el consumo de agua y de solucion

de sacarosa, durante 24 h, hasta las 6 semanas en que fueron sacrificadas.

RT-PCR

Para los estudios de biologia molecular se utilizaron muestras de papila
caliciforme de ratas a la primera y a la sexta semana de induccién de la DME y
a sus respectivos controles. Los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical y posteriormente fueron decapitados para obtener la lengua. A las
lenguas obtenidas se les disecd la papila caliciforme. Debido al tamafio de la
papila caliciforme, se realizd una coleccién de 5 papilas caliciformes para los
ensayos de RT-PCR.

El ARN total fue extraido usando el reactivo de Trizol. Después de la diseccion,
las papilas fueron inmediatamente introducidas en un tubo Eppendorf libre de
ARNasas y ADNasas que contenia 500 pL de TRIZOL® (Invitrogen) vy
homogeneizadas con ayuda de un mini polytron. La mezcla se dejo reposar a
temperatura ambiente por 3 minutos y se le agregéo 200 pL de cloroformo
después se centrifugd a 15,000 rpm durante 15 minutos a 4°C, y se recupero la
fase acuosa. La fase acuosa recuperada en un tubo nuevo fue tratada con
isopropanol (500 pL/mL de TRIZOL®), después de dejarla reposar por 10
minutos a temperatura ambiente se centrifugé (15,000 rpm) por 8 minutos a
4°C. Después de la centrifugacion el sobrenadante fue eliminado y la pastilla
depositada en el fondo del tubo se lavo con 1 mL de etanol al 75%. Después de
eliminar el etanol el tubo se dej6 secar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente el ARN fue resuspendido en 20 uL de agua libre de ARNasas.
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El ARN obtenido se traté con 2 uL de ADNasa libre de ARNasa (Sigma) por
cada 8 pL de ARN con la misma cantidad de buffer de reaccion (Sigma)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después se agrego el buffer para
detener la reaccion (SIGMA) y se inactivo la enzima mediante calentamiento en
bafo maria a 70 ° C por 10 min. Posterior a esto se procedié a cuantificar la
cantidad de ARN en un espectrofotometro mediante el coeficiente 260/280 en

diluciones con agua estéril 1:100 del ARN total obtenido.

Se utilizaron 3 ug de ARN total para la sintesis de cADN. La reaccion fue
ajustada para un volumen total de 20 pL siguiendo las instrucciones del Kit
(SIGMA, MM-LV). En cada reaccion se corrido un control en el cual la enzima
transcriptasa reversa fue sustituida por agua. Dicho control fue identificado

como RT negativo.

Para determinar la expresion de los receptores T1R2 Y T1R3, la reaccion de
PCR se llevdo a cabo con 2 uL de producto de reaccién de la transcripcion
reversa. La reaccion se llevd a cabo en un volumen total de 20 pL siguiendo las
recomendaciones del kit (SIGMA). Como control en el analisis de expresion se
utilizaron reacciones conducidas en productos de RT donde se omitid la
transcriptasa reversa. Los parametros de PCR fueron: un paso inicial de
desnaturalizacion de 5 minutos a una temperatura de 95°C seguido por 38
ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 53°C (T1R3),56°C (T1R2), 59°C
(actina) y 1 minuto a 72°C. Para los tres casos, se realizé un ciclo final de
extension por 7 minutos a 72°C. En la tabla 1 se presentan los oligonucleétidos
utilizados para amplificar fragmentos especificos de ambos receptores y de
actina, la cual fue utilizada como control interno; la talla esperada de los
fragmentos amplificados es de 200 pares de bases. Los productos de PCR
fueron resueltos por electroforesis en un gel de agarosa. Los oligonucleétidos

utilizados fueron disefiados para este trabajo.
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Tabla 2. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados en la PCR para el andlisis de la
expresion de T1R2 y T1R3.

Temperatura de Tamarfo del

Oligonucledtido Secuencia alineamiento producto
(5°a3) (°C) (p.b.)
T1R2 (F) GAGCTGCCAGCCAGGGCAAA
56 °C 200 p.b.
T1R2 (R) CTTCGTGCCACTCCAGGAAGGT
T1R3 (F) CACGCTCTGCCAGCTGCCTT
53 °C 200 p.b.
T1R3 (R) TGCAGCCTCCACAAGAGTGGC
ACTINA (F) AGCGCTTCCGGTGTCCA
59 °C 200 p.b.

ACTINA (R) GGCTGTGATCTCCTTCT

CONTEO DE CORPUSCULOS GUSTATIVOS

Los animales se sacrificaron mediante fractura cervical, se les realiz6 una
perfusion con solucién salina fria al 0.9%, para remover la sangre de la lengua.
Las ratas se decapitaron y 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 crioproteccion
en PBS con sacarosa al 10, 20 y 30 % de manera secuencial por un periodo de
24 horas a 4°C, en cada solucién, posteriormente las papilas fueron disecadas
de la lengua, orientadas en OCT y colocadas a -70°C, después se realizaron
cortes de 16 ym de espesor, en un criostato, y los cortes se colocaron en
laminillas gelatinizadas. Los cortes histologicos se tifieron con hematoxilina-
eosina y los corpusculos gustativos se contaron, a triple ciego, en cada corte,

de acuerdo al método descrito por Bradley (1980),
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ANALISIS DE RESULTADOS

Para determinar si hay diferencia significativa en los resultados, los datos
fueron comparados mediante “t de stdent” en el programa GraphPad Prism

version 3.0.
Para el analisis de la densitometria en los geles de agarosa se utilizé el

programa “Image J” y los resultados obtenidos de compararon también con el

programa GraphPad Prism versién 3.0, por medio de la “t de stdent”.
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RESULTADOS

CONCENTRACION DE GLUCOSA EN SANGRE

La concentracion de glucosa en sangre fue medida antes, a las 48 h
posteriores a la induccién de la DME y antes del sacrificio de los animales para
la diseccion y utilizacién de las muestras. En los animales control se observo
una concentracion de glucosa en sangre de 73 — 98 mg/dl, mientras que para el
grupo con DME se encontr6 una concentracion de 325 — 600 mg/dl,

observandose la hiperglicemia desde las 48 h posteriores a la induccion.

PESO CORPORAL

La figura 6 muestra el peso corporal de ambos grupos. Se observa que a los 7

dias posteriores a la administracion de STZ las ratas tuvieron una disminucion
de 15.1% de peso corporal de los grupos con DME (x=308.6 g) respecto a su

control (x=363.5 g) (P10.0001) esta disminucién es similar en los 3 grupos con

las diferentes soluciones de sacarosa 0.1%, 1.0% y 10% (6A).

Ademas en la figura 6B se muestra el peso corporal de las ratas a las 6
semanas después de la administracion del toxico, donde se observa que las

ratas diabéticas tienen una disminucion en el peso corporal del 44.31% de los

grupos diabéticos (x=266.43 g) con respecto a sus controles (x=478.46 g)
(P11 0.0001), al igual que a la primera semana, la dsminucion es similar para
los 3 subgrupos con las diferentes soluciones de sacarosa. El grupo control
aumenta de peso de manera normal a la sexta semana comparado con la
primera semana mostrando una diferencia significativa (P110.0001), mientras
que el grupo diabético disminuyd su peso corporal a la sexta semana
comparado con la primera semana posterior a la induccién de la DME
(P[10.0001).
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Figura 6. Peso corporal de las ratas.

Peso corporal de las ratas de los grupos control y grupo con DME que ingirieron soluciones de
sacarosa al 0.1%, 1.0% y 10%. A primera semana y B sexta semana posteriores a la induccion
de la DME. Los datos representan la media + E.E. con n= 18 para (A) y n= 9 para (B)
P<0.0001 comparando el grupo control y el grupo diabético.
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CONSUMO DE ALIMENTO

En la figura 7 se muestra el consumo de alimento de las ratas de los grupos
control y diabético. La figura 7A representa el consumo de alimento a la

primera semana después de la administracion de la STZ y se observa que el
grupo diabético consumidé una mayor cantidad de alimento (>_<=39.89 g) que el

grupo control (>_<=27.42 g) este incremento en el consumo representa un
31.26%. En esta semana se encontré que no hay diferencia significativa entre
los subgrupos de 0.1% y 1.0% del grupo control pero si una disminucién
significativa, en cuanto al consumo de alimento, del grupo con soluciéon de
sacarosa al 10% comparado con los subgrupos de 0.1% y 10% (P110.0001). Se
observa algo similar para el grupo diabético, en el cual se encontré el menor
consumo de alimento estadisticamente significativo (P10.05) en el subgrupo de
los animales diabéticos que ingirieron la solucién al 10%, comparado con los

que consumieron la solucion al 0.1% y 10%.

En la figura 7B se muestra el consumo de alimento 6 semanas después de la

induccion de la DME observandose que las ratas diabéticas consumen mayor

cantidad de alimento (x=42 g) que el grupo control (x =25.07 g) que representa
un incremento de 40%. Respecto a los subgrupos de las distintas soluciones se
encontré que en el grupo control los animales que ingirieron solucion de
sacarosa al 10% consumieron una menor cantidad de alimento, comparados
con las ratas de los subgrupos con solucion de sacarosa al 0.1% y 1.0%
(P10.05) y para el grupo de las ratas con DME se observa que el subgrupo con
solucion al 10% consume una menor cantidad de alimento comparado con el

subgrupo que ingirio la solucion al 1.0% (P110.001).
En ninguno de los subgrupos se encontré diferencia significativa entre el

consumo de alimento a la primera semana y el consumo a la sexta semana

posterior a la administraciéon de la STZ.
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Figura 7. Consumo de alimento.

Consumo de alimento (g en 24 h) de las ratas de los grupos control y con DME que ingirieron
soluciones de sacarosa al 0.1%, 1.0% y 10%. A primera semana y B sexta semana posteriores
a la induccion de la DME. Los datos representan la media + E.E. con n= 18 para (A) y n=9 para
(B). *** P<0.0001 comparando el grupo control con el grupo con DME en cada subgrupo con
diferente solucion de sacarosa. °° P<0.001, °°° P<0.0001 comparando los consumos de
alimento entre los subgrupos del grupo con DME. + P<0.05, comparando el consumo de
alimento entre los subgrupos del grupo de las ratas control.
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CONSUMO TOTAL DE LIQUIDOS

Una de las caracteristicas de los pacientes con DM es la polidipsia que se
caracteriza por una ingesta mayor de liquidos que los individuos sanos, en la
figura 8 se muestra el consumo total de liquidos que representa el consumo de
la botella que contenia agua mas el consumo de la botella que contenia una de
las soluciones de sacarosa correspondiente a cada uno de los subgrupos. En la
figura 8A se observa el consumo total de liquidos de los animales control y
diabéticos a la primera semana posterior a la induccion de la DME vy los
respectivos grupos con soluciones de sacarosa al 0.1% 1.0% y 10% donde
podemos observar que el grupo diabético consume una mayor cantidad
(P110.001) de liquidos, en los tres grupos, que el grupo control. De igual
manera se observa que al incrementar la cantidad de sacarosa en la solucién
los animales, tanto control como diabéticos, consumen una mayor cantidad de

liquidos.

En la figura 8B se muestra la ingesta total de liquidos a las 6 semanas posterior
a la induccion de la DME donde se observa que las ratas con DME
consumieron una mayor cantidad liquidos, en los tres grupos con diferentes
soluciones de sacarosa, comparadas con las ratas controles y al igual que la
primera semana el consumo de liquidos incrementdé al aumentar Ia
concentracion de sacarosa en la botella que contenia la solucion

correspondiente de sacarosa.
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Figura 8. Consumo total de liquidos

Consumo de liquidos (botella con agua + botella con solucion de sacarosa) en 24 h de los
grupo control y con DME que ingirieron soluciones de de sacarosa al 0.1%, 1.0% y 10%. A
primera semana y B sexta semana posteriores a la induccién de la DME. Los datos
representan la media = E.E. con n= 18 para (A) y n= 9 para (B). *** P<0.001 comparando el
grupo control con el grupo con DME en cada subgrupo con diferente solucion de sacarosa.
°P<0.05, °°° P<0.0001 comparando los consumos de alimento entre los subgrupos del grupo
con DME. ++ P<0.001, +++P<0.0001 comparando el consumo de alimento entre los subgrupos
del grupo de las ratas control.
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CONSUMO DE SOLUCION DE SACAROSA

En la figura 9 se muestra el consumo de las soluciones de sacarosa de las
ratas control y con DME a la primera y sexta semana posteriores a la
administracion de la STZ. En la figura 9A se muestra el consumo de solucién
de sacarosa a la primera semana posterior a la induccion donde podemos
observar que el grupo diabético consumioé una mayor cantidad de solucidén de
sacarosa que el grupo control en los tres grupos correspondientes a las 3
distintas soluciones. El grupo con DME consumié un 77.5%, 71.96% y 67.89%
mayor cantidad de solucién de sacarosa que los respectivos controles para los
3 distintos subgrupos, 0.1%, 1.0% y 10% (P<0.0001) respectivamente. Por otro
lado podemos observar que a mayor concentracion de sacarosa el grupo
control consumié una mayor cantidad de solucion, es decir, el subgrupo con
solucién al 1.0% consume mayor volumen que el grupo que ingirié solucién al
0.1% (P<0.0001) y el grupo con la solucién al 10%, ingiere una mayor cantidad
que los grupos de 1.0% y 0.1% (P<0.0001) y este mismo patrén lo podemos

observar en las ratas con DME (P<0.0001)

En la figura 9B se muestra el consumo de las soluciones de sacarosa para los
animales con 6 semanas posteriores a la administracién del farmaco, donde se
observa que los animales con DME consumieron una mayor cantidad de
solucion de sacarosa que los controles, 83.26%, 70.83% y 57.05% para las
soluciones de 0.1%, 1.0% y 10% (P<0.0001) respectivamente. A la sexta
semana existe también un mayor consumo de solucién de sacarosa a mayor
concentraciéon de ésta en la solucion, tanto en el grupo control como en el
grupo con DME, a excepcion del subgrupo que ingirié la solucién al 10% en el
cual se observa que las ratas consumieron significativamente un menor

volumen que las de ratas con solucion al 1.0%.

Al comparar los consumos entre la primera y sexta semana, notamos que en el
grupo control no existe diferencia significativa en el consumo de las soluciones
mientras que en el grupo con DME existe un incremento significativo en el
consumo de soluciones de sacarosa en los 3 subgrupos que ingirieron las
soluciones de 0.1% (P<0.001) 1.0% (P<0.0001) y 10% (P<0.0001).
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Figura 9. Consumo de solucién de sacarosa

Consumo de soluciones de sacarosa (0.1%, 1.0% y 10%) en 24 h de los grupos control y con
DME a la primera (A) y sexta semana (B) posteriores a la induccion de DME. Los datos
representan la media £ E.E. con n= 18 para (A) y n= 9 para (B). *** P<0.0001 comparando el
grupo control con el grupo con DME en cada subgrupo con diferente solucion de sacarosa.
°P<0.05, °°° P<0.0001 comparando los consumos de alimento entre los subgrupos del grupo
con DME. +++P<0.0001 comparando el consumo de alimento entre los subgrupos del grupo de
las ratas control.
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PREFERENCIA DE SOLUCION DE SACAROSA

Para conocer la preferencia de la soluciéon de sacarosa vs agua, el consumo de
solucién de sacarosa se dividié entre el consumo total de liquidos (Fig. 10). En
la figura 10A se muestra la preferencia de la solucion de sacarosa vs el
consumo de agua a la primera semana posterior a la administracién de la STZ
y se puede observar que el grupo con DME tuvo una mayor preferencia por las
soluciones de sacarosa al 0.1% y 1% que su respectivo control (P<0.0001).
Mientras que las ratas diabéticas que ingirieron la solucién de sacarosa al 10%
mostraron una menor preferencia que las controles (P<0.0001). Se observa
también que el grupo control mostré6 una mayor preferencia a medida que la
concentracion de sacarosa fue mayor en los subgrupos con las soluciones de
0.1% 1.0% y 10% (P<0.0001). Para el caso del grupo con DME, las ratas
mostraron una mayor preferencia por la solucion de 1.0% comparado con las
ratas que ingirieron la solucion al 0.1% (P<0.0001) y una menor preferencia por
la solucion de sacarosa al 10% comparado con la que se observd para la
ingesta de solucion al 1.0% (P<0.0001).

En la figura 10B se muestra la preferencia de la solucién de sacarosa vs
consumo de agua a la sexta semana posterior a la induccién de la DME, y se
puede observar un patron similar que a la primera semana de induccion con
respecto a la preferencia de las soluciones de sacarosa, el grupo control tiene
una menor preferencia por las soluciones de 0.1% y 1.0% (P<0.0001) mientras
que en el subgrupo de la solucién al 10% las ratas diabéticas presentan una

menor preferencia que las ratas del grupo control (P<0.0001).

En el caso de la sexta semana el grupo control mostré una mayor preferencia
por la solucién con mayor concentracion de sacarosa en los subgrupos con las
soluciones de 0.1% 1.0% y 10% (P<0.0001). El grupo con DME mostr6é una
mayor preferencia por la solucién de 1.0% comparado con el subgrupo que
ingirié la solucién al 0.1% (P<0.0001) pero se observa una menor preferencia
por la solucion al 10% comparado con la que se observé para la ingesta de
solucién al 1.0% (P<0.0001).
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Figura 10. Preferencia de solucion de sacarosa

Preferencia de soluciones de sacarosa vs. agua en la prueba de dos botellas de los grupos
control y con DME que ingirieron soluciones de sacarosa al 0.1%, 1.0% y 10%. 10A primera
semana y 10B sexta semana posteriores a la induccién de la DME. Los datos representan la
media + E.E. con n= 18 para (A) y n= 9 para (B). *** P<0.0001 comparando el grupo control con
el grupo con DME en cada subgrupo con diferente solucion de sacarosa. °°° P<0.0001
comparando entre los subgrupos del grupo con DME. ++ P<0.001. +++P<0.0001 comparando
entre los subgrupos del grupo de las ratas control.
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EXPRESION DE mRNA DEL RECEPTOR (T1R2/T1R3)

Para el andlisis de expresion de los receptores del sabor dulce se realizaron las
PCR’s correspondientes por triplicado y los geles se analizaron con el
programa “Image J” para determinar si existe diferencia en la densitometria de

las muestras controles respecto a las diabéticas.

En la figura 11 se muestra la estandarizacion de los oligonucledtidos
correspondientes a las subunidades T1R2 y T1R3 que forman el receptor para
el sabor dulce y actina como gen de referencia. Se observan los productos de
amplificacion de la reaccion de PCR para T1R2, T1R3 y actina, los 3 de 200
p.b. que corresponden a la talla esperada segun el disefio de los

oligonucledtidos, en un gel de agarosa al 1.2%.

1 2 3 4 5 6 7
M.M actina actina T1R2 T1R2 T1R3 T1R3
100 p.b. + - + - + -

Figura 11. Productos de amplificacion del receptor T1R2/T1R3 y actina

Productos de la reaccion de PCR de actina, y las subunidades del receptor del sabor dulce
T1R2 y T1R3 en un gel de agarosa al 1.2%. Carril 1 marcador molecular de 100 pares de
bases. Carriles 2 y 3 expresion de actina positivo y negativo respectivamente. Carriles 4 y 5
expresion de T1R2 positivo y negativo respectivamente. Y carriles 6 y 7 expresion de T1R3
positivo y negativo respectivamente. Para las reacciones negativas se corrio la reaccion de RT
sin la enzima retrotranscriptasa como control de expresion de mRNA y descartar la
contaminacion con DNA.
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Figura 12 Gel Representativo de los productos de la reaccion de PCR

Gel Representativo de los productos de la reaccion de PCR de actina (A), y las subunidades
del receptor del sabor dulce T1R2 (B) y T1R3 (C) en un gel de agarosa al 1.2%. Carril 1
marcador molecular a 200 pares de bases, carril 2 muestras control de ratas que consumieron
s6lo agua, carril 3 muestras diabéticas de ratas que consumieron agua, carril 4 muestras de
ratas control que ingirieron solucién al 0.1%, carril 5 muestras de ratas con DME que ingirieron
solucion al 0.1%, carril 6 muestras control de ratas que consumieron solucion al 1.0%, carril 7
muestras de ratas diabéticas que ingirieron solucién al 1.0%, carril 8 muestras de ratas control
que consumieron solucién al 10% y carril 9 muestras de ratas con DME que consumieron
solucion al 10%.

El la figura 13A se muestran la expresion relativa del receptor T1IR2 a la
primera semana posterior a la induccién de la DME. En esta figura se observa
una disminucion significativa de la expresién en el grupo diabético comparado
con el control en la expresién del MRNA de la subunidad T1R2 en las ratas que
consumieron la solucién de sacarosa al 0.1% (*P<0.05) en la solucion de 1.0%
(**P<0.001) y en la de 10% (**P<0.001) en los animales que tomaron sélo agua
no se observo diferencia significativa en la expresion del mRNA de T1R2 a la
primera semana de induccion de DME. En esta figura, también, podemos ver
que existe una incremento significativo entre el grupo control en la expresion
del mRNA de las ratas que ingirieron las soluciones de 0.1% (P<0.001) y 1.0%
(P<0.001). Por otro lado, en el grupo de las ratas con DME encontramos que
hubo una disminucion significativa en la expresion relativa de T1R2 para los
subgrupos que ingirieron las soluciones al 1.0% (P<0.001) y 10% (P<0.001),

comparados con los otros 2 subgrupos.
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En la figura 13B se muestra la expresion de la subunidad T1R2, del receptor
para el sabor dulce, a la sexta semana después de la induccion de la DME y se
observa una disminucion de la expresién del mRNA en el grupo de las ratas
diabéticas comparadas con el grupo de las ratas controles en las 3 soluciones
de sacarosa, solucién al 0.1% (*** P<0.0001), al 1.0% (*** P<0.0001) y al 10%
(***P<0.0001) y en este caso también se muestra una disminucion en el grupo

que solo tomo agua (**P<0.001).

En la figura 13B podemos ver que existen diferencias en la expresion de T1R2
entre los subgrupos del grupo control, existe una diferencia significativa entre
los animales que tomaron agua y los animales que ingirieron la solucién de
sacarosa al 0.1% (P<0.001), y se nota que los animales que tuvieron
soluciones de sacarosa en uno de sus biberones tuvieron una mayor expresion
relativa del mRNA de la subunidad T1R2 a medida que la solucion estaba mas
concentrada, se observa un aumento significativo de la expresion del mRNA de
los animales que tomaron la solucién al 1.0% comparados con los animales
que tomaron la solucion al 0.1% (P<0.0001), de igual forma se observa un
incremento significativo en los animales que tenian la solucion al 10%

(P<0.0001) comparados con los animales que ingirieron la solucién al 1.0%.

Los animales de la sexta semana muestran un incremento significativo en la
expresion de T1R2 comparados con los de la primera semana tanto en el grupo
de los animales con DME como en el grupo de los controles (0.0001) con
excepcion del grupo del 0.1% en donde se ve una disminucion en la expresion
de mRNA de T1R2.
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Figura 13. Expresion del receptor T1R2 en la papila caliciforme.

Expresion relativa del receptor T1R2 en la papila caliciforme de ratas control y con DME que
ingirieron soluciones de sacarosa al 0.1%, 1.0% y 10%, a la primera y sexta semana después
de la induccion de la DME. Los datos muestran la expresion relativa con respecto a actina,
media + E.E. con n= 4 para (A) y n= 4 para (B). **P<0.001, *** P<0.0001 comparando el grupo
control con el grupo con DME en cada subgrupo con diferente solucion de sacarosa. °°°
P<0.0001 comparando entre los subgrupos del grupo con DME. +++P<0.0001 comparando
entre los subgrupos del grupo de las ratas control.
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En La figura 14A se muestra la expresion relativa de la subunidad T1R3 del
receptor para el gusto azucarado, a la primera semana después de la
administracion de STZ donde se observa una disminucién significativa en la
expresion de este receptor en las ratas con DME comparadas con las ratas
control, en las soluciones de 0.1% (*P<0.05), 1.0% (*P<0.05) y 10% (*P<0.05)
y no hay diferencia para las ratas que soélo consumieron agua durante el
experimento. Entre los animales control podemos notar un aumento
significativo en la expresion de la subunidad del receptor de los animales que
consumieron las soluciones de sacarosa al 1.0% y 10% comparados con los
animales control que consumieron la solucién de sacarosa al 0.1% y los
animales que solamente consumieron agua (P<0.05) y la misma tendencia
podemos observar para los animales diabéticos entre los cuales, los animales
que ingirieron las soluciones al 1.0% y 10% tienen una mayor expresion
relativa del receptor que los animales que sélo tomaron agua y los animales

que tuvieron la solucion al 0.1% (P<0.05).

En la figura 14B se muestra la expresion de la subunidad T1R3 del receptor, en
este caso, a la sexta semana posterior a la induccién de la DME, donde existe
una disminucion significativa de la expresién de T1R3 de las ratas del grupo
con DME comparadas con las ratas del grupo control para los subgrupos de
animales que consumieron agua (**P<0.01), solucién de sacarosa al 0.1%
(***P<0.001), solucion al 1.0% (**P<0.01) y solucién al 10% (*P<0.05). Los
animales control muestran un aumento significativo en la expresién de T1R3 de
los animales que consumieron las soluciones de sacarosa al 0.1% y 10%
comparados con los animales control que consumieron la solucion de sacarosa
al 1.0% y los animales que solamente consumieron agua (P<0.001 y P<0.0001
respectivamente). Respecto a los animales con DME, podemos observar que
los animales que consumieron la solucién al 10% tienen una mayor expresion

relativa del receptor que los animales de los otros subgrupos (P<0.0001).
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Figura 14. Expresion del receptor T1R3 en la papila caliciforme.

Expresion relativa del receptor T1R3 en la papila caliciforme de ratas control y con DME que
ingirieron soluciones de sacarosa al 0.1%, 1.0% y 10%, a la primera y sexta semana después
de la induccion de la DME. Los datos muestran la expresion relativa con respecto a actina,
media + E.E. con n=4 para (A) y n= 4 para (B). *P<0.05, **P<0.001, *** P<0.0001 comparando
el grupo control con el grupo con DME en cada subgrupo con diferente soluciéon de sacarosa.
200 P<(0.0001 comparando entre los subgrupos del grupo con DME. ++ P<0.001, +++P<0.0001
comparando entre los subgrupos del grupo de las ratas control.
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NUMERO DE CORPUSCULOS GUSTATIVOS

En cuanto al conteo de corpusculos en la figura 15A se observa que existe una
disminucién en el numero de corpusculos de la papila caliciforme en el grupo
de las ratas con DME a la primera semana posterior a la induccion de la DME
comparadas con las ratas del grupo control, para los 4 grupos, agua
(**P<0.001), 0.1% (**P<0.001), 1.0% (*P<0.05) y 10% (*P<0.05)
respectivamente y no hubo diferencia significativa en cuanto al niumero de
corpusculos ni entre los subgrupos del grupo control ni entre los de grupo

diabético.

De igual manera en la figura 15B se observa una disminucién en el numero de
corpusculos en la papila caliciforme de las ratas con DME respecto a las ratas
control a la sexta semana posterior a la administracion de la STZ, para los 4
grupos, agua (*P<0.05), solucion de sacarosa al 0.1% (*P<0.05), solucion al
1.0% (*P<0.001) y también en la solucién al 10% (*P<0.05). Al igual que a la
primera semana en la sexta no se encontraron diferencias significativas entre
los subgrupos con las diferentes soluciones en el grupo control ni en entre los

subgrupos del grupo de ratas con DME.

También se observa que en la papila caliciforme de las ratas control hubo un
incremento en el numero de corpusculos a la sexta semana comparado con las
ratas control de la primera semana (P<0.001) mientras que las ratas con DME
no mostraron diferencia significativa entre la primera y sexta semana posterior

a la induccion de la DME.
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Figura 15. Numero corpusculos gustativos en la papila caliciforme.

Numero de corpusculos gustativos en la papila caliciforme de ratas con DME vy ratas control
que ingirieron diferentes soluciones de sacarosa al 0.1%, al 1.0% y al 10%) a la primera (A) y
sexta semana (B) después de la induccion de la DME.. Los datos muestran la X + E.E. con
n= 3 para (A) y n= 3 para (B). *P<0.05, **P<0.001.
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DISCUSION

En la literatura existen reportes de modelos de Diabetes Mellitus utilizando la
estreptozotocina (STZ), que es ampliamente utilizada para la induccion de DME
en diversos animales (Chatzigeorgiou, 2009; Rees, et al., 2004) ya que tiene la
capacidad de destruir selectivamente las células 3 del pancreas. La muerte de
las células B pancreaticas anula la liberacion de insulina al torrente sanguineo y
con esto se elevan los niveles de glucosa en sangre (Bennett, 1981; Kwon, et
al., 1994; Szkudelski, 2001; Lenzen, 2008). En el presente estudio se empleo
una dosis unica de 55mg de STZ por Kg de peso, con la cual a las 48 h de
haberse inyectado a las ratas, se observé un incremento de glucosa en sangre
en el grupo de las ratas con DME, este incremento se mantuvo hasta la sexta
semana en que se sacrificaron los animales. Aunado a la hiperglicemia, en la
DM se presentan otros sintomas caracteristicos de esta enfermedad como son:
la polidipsia, la polifagia, asi como una disminucion en el peso corporal
(Powers, 2006). Nuestros resultados muestran un incremento significativo en el
consumo total de liquidos (botella con agua + botella con solucién de sacarosa)
en el grupo de las ratas con DME comparado con los respectivos controles y se
observd, ademas, que las ratas diabéticas y controles consumieron una mayor
cantidad de liquidos totales mientras mas concentrada fue la solucion de
sacarosa, esto, debido a que los animales consumieron una mayor cantidad de
solucion de sacarosa mientras mas concentrada fue ésta. Los animales con
DME mostraron, también, un mayor consumo de alimento comparados con el
grupo control, en el caso del consumo de alimento en el grupo control tanto
como en el diabético los animales que ingirieron la solucion de sacarosa al 10%
consumieron una menor cantidad de alimento debido al aporte calérico de la
solucion a esta concentracion, tanto a la primera como a la sexta semana
posteriores a la induccion de DME. Por otro lado, los animales diabéticos
disminuyeron de peso significativamente con respecto a los animales control,
los cuales, tuvieron un incremento de peso entre la primera y la sexta semana,
mientras que el grupo con DME no tuvo una ganancia significativa de peso
durante las seis semanas que se mantuvieron en experimento antes de su

sacrificio para la diseccién de la papila caliciforme. Estos datos que coinciden
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con los reportados en experimentos donde la STZ fue utilizada en ratas como
modelo de DME (Junod, et al.,1969; Yang, et al., 2002; Usuki, et al., 2007).

Como otra de las manifestaciones de la DM se ha reportado que existe una
elevacion del umbral gustativo de soluciones dulces en pacientes con
diagndstico de diabetes de tipo | y Il (Le Floch et al., 1989, 1990; Stolbova et
al., 1999). En relacion a la preferencia de soluciones dulces sobre el agua en la
prueba de dos bebederos existe un aumento en la preferencia, de las ratas del
grupo diabético, por las soluciones del 0.1% y 1.0% comparado con las ratas
del grupo control, lo cual, sugiere que los animales diabéticos presentan una
disminucién de sensibilidad gustativa aumentando el nivel umbral para este
sabor. En el caso de la solucién de 10% las ratas diabéticas muestran una
menor preferencia que las ratas control, contrario a lo que ocurrié para el caso
de las otras dos soluciones, esta disminucién puede deberse al efecto
postingestional que tiene la sacarosa sobre el metabolismo de las ratas
diabéticas, este efecto, quiza pueda eliminarse, en estudios posteriores
utilizando pruebas en las cuales las ratas tengan un acceso a las soluciones
por una menor cantidad de tiempo, o bien, usando otro edulcorante como la
sacarina que no tengan aporte caldrico (Chen, 2010). Aunque podemos notar
que para las tres soluciones las ratas diabéticas consumen una mayor cantidad
de azucar que se muestra desde la primera semana de induccion de la DME
este mayor consumo de soluciones azucaradas puede favorecer la ingesta de
alimentos ricos en azucares y como consecuencia favorecer el incremento de
la hiperglicemia como se ha visto en otro estudio, en el cual las ratas aun
siendo 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 (Hajnal et al., 2005).

Por otro lado el sistema gustativo a nivel periférico esta formado por papilas
que contienen corpusculos, en los cuales se encuentran las células gustativas
que contienen los receptores para las diferentes modalidades gustativas
(Lindemann, 2001; Sugita, 2006) este sistema esta implicado en la deteccion
de los alimentos y se ha reportado que el estado fisiolégico de los animales

provoca cambios en la sensibilidad del sistema gustativo a los estimulos,
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salado, acido, amargo, umami y dulce en el caso de la DM, estas alteraciones
pueden ocurrir en diferentes niveles de la via de transmisién de las sefiales
gustativas como en las células gustativas (Huang, 2009), otras investigaciones
sefalan que cambios en el estado metabdlico pueden modular la sensibilidad
gustativa, de esta manera en la obesidad y en la restricciéon alimenticia se ha
observado que el sistema gustativo tiene la capacidad de cambiar la expresion
de genes como el receptor T1R3, el receptor OB-Rb vy la proteina G, acoplada
a los receptores de sabor dulce, amargo y umami, Gustducina. Sbe ha
encontrado que estos cambios en el perfil de expresion de dichos genes puede
modificar su plasticidad de acuerdo a los requerimientos energéticos de un
organismo (Chen, 2010). La percepcion gustativa es modulada por accién
hormonal, adaptaciones nutricionales y por las fibras nerviosas, el hecho de
que el aumento en el umbral 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
degeneracion de las fibras gustativas y/o de la atrofia de las papilas gustativas
y esto puede tener como consecuencia cambios en la expresion de receptores
del gusto azucarado en ratas con DME (Le Floch et al., 1992). La transduccion
de la sefal gustativa comienza con la union del ligando con su receptor en las
células gustativas de los corpusculos, en este caso particular, el estimulo dulce
se activa por la union de los diferentes endulzantes como la sacarosa con el
receptor heterodimérico formado por las proteinas T1IR2 Y T1R3 (Lindemann,
2001., Nelson et al., 2001). En el presente estudio se encontrd que la expresion
del mRNA del receptor esta disminuida significativamente con respecto al
grupo control, se observd que existe una disminucion significativa en la
expresion de T1R2 para las tres soluciones de sacarosa a la primera semana
posterior a la induccion, y para la sexta semana se puede ver, que, las ratas
diabéticas presentan una disminucion significativa con respecto a las ratas
control, y en ambos grupos se observa que a mayor concentracion de
sacarosa, mayor es la expresion relativa de T1R2, esto puede deberse a que
los animales, ya en este punto, han pasado 6 semanas ingiriendo la solucion
de sacarosa correspondiente, lo cual nos habla de que el receptor es inducido
por su ligando como se habia encontrado en otro estudio (Ren et. al., 2009). Lo

mismo podemos encontrar para la subunidad T1R3 del receptor, que se
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encuentra disminuido significativamente en su expresion en el grupo diabético
comparado con el grupo control para las tres distintas soluciones a la primera y
a la sexta semana posteriores a la administracién de la STZ. Esta disminucién
en la expresiéon del receptor TTIR2/T1R3 sugiere que el aumento en el umbral
gustativo, observado por la mayor preferencia por las soluciones al 0.1% y
1.0%, en las ratas diabéticas puede estar relacionado con la reduccion
significativa de los mRNA de las subunidades T1R2 y T1R3 del receptor en la
papila caliciforme lo cual concuerda con la mayor ingesta de soluciones dulces

que presentan estos animales.

Este receptor T1IR2/T1R3 se encuentra en las células gustativas que estan
dentro de los corpusculos gustativos, estos a su vez los podemos observar en
las papilas gustativas que de acuerdo a su morfologia se clasifican en tres, de
entre las cuales, la papila caliciforme contiene aprox. el 50% de los corpusculos
gustativos (Buck, 2000), que son la unidad funcional del sistema gustativo a
nivel periférico, en el caso de nuestro experimento se encontré que las papilas
caliciformes de las ratas diabéticas contienen un menor nimero de corpusculos
que las controles. A la primera semana se observd una disminucion
significativa en el numero de corpusculos gustativos, al igual que la sexta
semana donde encontramos el mismo patron. Las ratas controles mostraron un
incremento en el numero de corpusculos de la primera a la sexta semana, lo
cual es normal en animales control, mientras que para el grupo de ratas con
DME no se observaron cambios entre la primera y la sexta semana posteriores
a la administracion de la STZ, resultado similar a lo encontrado por Man-Hui,
P. et al., (2006), estudio en el que se muestra una disminucion gradual en la
innervacién, que apoya que la disminucion en el numero de corpusculos se
puede deber a la neuropatia diabética que ataca las fibras nerviosas en el
corpusculo. Esta disminucién en la innervacion y su consecuente impacto sobre
la plasticidad del sistema gustativo, puede deberse a la hiperglicemia que
provoca cambios en el metabolismo general de las células y en las fibras
nerviosas ocasiona la glicosilacion de proteinas (Wautier, 2001), el incremento
en la produccion de poliol, la hiperactivacion de la PKC y la produccion de

especies reactivas de oxigeno (Diaz-Flores, et al. 2004).
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En la DM existe un aumento en la ingesta de alimento (Powers, 2006) y con la
disminucién en la expresion de receptores T1R2 y T1R3 los individuos con DM
pueden consumir mas cantidad de alimentos dulces para lograr el estimulo
azucarado. Este cambio en el umbral gustativo se debe por otra parte a
cambios metabdlicos derivados de la falta de secrecién de insulina que provoca
una disminucion en la liberacion de la leptina (Kieffer, et al., 2000) que causa
una alteracion de las sefiales que intervienen en la regulacion de la saciedad.
Los cambios en la regulacidn en el consumo de alimentos dulces estan
relacionados con el estatus nutricional de los individuos y ademas de estar
relacionados con la expresion de receptores gustativos, estan relacionados con
la expresion de moléculas orexigénicas como el Neuropéptido Y (NPY) la
proteina relacionada con el Agouti (AGRP) y anorexigénicas como la
Propiomelanocortina (POMC). Cuando hay una disminucion en el nivel de
Leptina, la expresiéon de NPY y AGRP aumentan con lo cual aumenta el
apetito. La disminucién de la Leptina provoca también una disminucién en la
POMC, lo cual disminuye la sefal de saciedad. Y con esto el incremento en el
consumo de alimentos (Cuppies, 2005; Schwartz et al. 2005; Quo-Qing et al.
2005; Andrews et al. 2008; Mounien et al. 2010).

CONCLUSION

En la DM disminuye la expresién del receptor T1R2/T1R3 en la papila
caliciforme de la rata y el numero de corpusculos gustativos en la misma y, esto
puede ser parte del mecanismo por el cual en la DM se altera la percepcion

gustativa por las soluciones dulces.
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