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Resumen

La serotonina (5-hidroxitriptamina 6 5-HT) es un neurotransmisor clasico que
participa en una gran variedad de funciones en el organismo, tales como: estado
de animo, regulacion del suefio, ingesta alimenticia, conducta sexual, ademas de
su participacion como factor trofico en diferentes eventos del desarrollo. La enzima
responsable de su sintesis, a partir del aminoacido esencial L-triptéfano (L-Trp), es
la triptéfano hidroxilasa (TPH), de la cual se han identificado dos isoformas: TPH1
y TPH2 de expresion tejido-especifico. La TPH1 se expresa principalmente en
células enterocromafines del intestino, glandula pineal, piel, pancreas y de forma
discreta en el sistema nervioso central; mientras que la TPH2 se expresa
exclusivamente en los nucleos del rafé a nivel de tallo cerebral. Estudios recientes
han mostrado la expresion de ambas isoformas de la TPH en sistema gustativo
lingual de raton adulto y durante su desarrollo embrionario, asi como la presencia
de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos, enzima que cataliza el paso final
en la sintesis de serotonina, y la presencia de transportadores y receptores
serotoninérgicos. Sin embargo, no es claro si existe expresién de la TPH en la
papila caliciforme de la rata ni su ontogenia, ademas no se conoce si la
administracién de L-trp, modifica la expresion de la TPH y su influencia en el
desarrollo del sistema gustativo, por lo cual en el presente estudio se planteo el
objetivo de determinar cual isoforma de la TPH se expresa en la papila caliciforme
de la rata durante la etapa embrionaria y en la etapa adulta y si la administracion
de L-trp modifica la expresién de la TPH. Los resultados muestran que en la papila
caliciforme de la rata, solamente se expresa la isoforma TPH1, la cual presenta
regulacion a la alta en E15 y PO por la estimulacion de la sintesis de 5-HT. En
cuanto al numero de corpusculos gustativos, estos disminuyen en el grupo
administrado con L-Trp. Estos datos apoyan un posible papel de factor trofico de la

5-HT durante el desarrollo de los corpusculos gustativos.

Palabras clave: serotonina, corpusculo gustativo, ontogenia.
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Abstract

Serotonin (5-hidroxitriptamine or 5-HT) is a neurotransmitter that mediates a
variety of functions in the body, such as: mood control, sleep regulation, food
intake, and sexual behavior, also it has an important role as a trophic factor in
different developmental events. The enzyme responsible for synthesis of 5-HT
from amino acid L-tryptophan (L-Trp), is tryptophan hydroxylase (TPH), of which
two isoforms are currently known to exist: TPH1 and TPH2. TPH1 is expressed
mainly in enterochromaffin cells of the gut, pineal gland, skin and discreetly in the
central nervous system, whereas, TPH2 is expressed exclusively at the raphe
nuclei at the brainstem. Recent studies in developing and adult mice have shown
the expression of both isoforms of TPH in lingual gustatory system in mouse,
however, it's not clear whether there’s expression of TPH in the circumvallate
papillae of the rat and its ontogeny, also, it is not known whether administration of
L-trp, modifies the expression of TPH and its influence on the development of the
taste system, so, the aim of the present study was to determine which isoform of
TPH is expressed into the circumvallate papillae of the rat during the embryonic
and adulthood stage and whether the administration of L-trp changes the
expression levels of the TPH. The results show that the papillae of the rat,
expresses only the TPH1 isoform which presents an up-regulation on E15 and PO
in the group administrated with L-Trp. Regarding the number of taste buds, they
decreased in the group administered with L-Trp. These data support a possible

role of 5-HT as a trophic factor during development of taste buds.

Keywords: Serotonin, taste buds, ontogeny.
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I. INTRODUCCION

[.1. Descubrimiento de la serotonina

El descubrimiento de la serotonina (5-Hidroxitriptamina, 5-HT) fue hecho por varios
grupos de investigadores. La historia comienza aproximadamente en 1930 con
Vitorio Erspamer, quien trabajaba en el Instituto de Anatomia y Fisiologia
Comparativa en la Universidad de Pavia en Italia. Erspamer estaba interesado en
la contraccion del musculo liso y habia encontrado varias aminas probablemente
implicadas. Una sustancia especifica en la cual él estaba interesado fue
encontrada en las células enterocromafines del intestino, esta sustancia causaba
la contraccidn del musculo liso del sistema gastrointestinal, llamo a esta sustancia

enteramina.

Afos mas tarde, en el afio de 1948 Irvin Page, interesado en la etiologia y
tratamiento de la hipertension, creia que la hipertension podria ser explicada por
factores de constriccidn presentes en la sangre. Maurice Rapport y Arda Green en
el laboratorio del Dr. Irvine Page fueron los que evidenciaron la presencia de una
sustancia vasoconstrictora en el suero sanguineo, la sustancia fue llamada

serotonina.

En 1951 se realizé la sintesis de 5-HT y afios después se estableciéo que la
enteramina y la 5-HT tenian una estructura quimica idéntica. Finalmente en 1950,
Betty Twarog, en colaboracion con Irvine Page, demostraron la presencia de la
5-HT en el cerebro de mamiferos y sugirieron que la 5-HT actia como un
neurotransmisor (Sirek y Sirek, 1970; Whitaker, 1999).

(&) UMSNH Pagina 12
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|.2. Sistema Serotoninérgico

La serotonina es un neurotransmisor implicado en una amplia gama de procesos
fisiologicos y patologicos (Nakamura y Hasegawa, 2009). Contiene un grupo
amino (-NHz) unido a un anillo aromatico por una cadena de dos carbonos (Fig. 1).
A nivel central, la 5-HT ha sido implicada en diferentes funciones fisiolégicas como
la regulacion del dolor, la regulacion de la temperatura corporal, la ingesta de
comida y bebida, la ansiedad, el ciclo suefio-vigilia y la conducta sexual. A nivel
periférico, la 5-HT participa en la regulacion de la funcién cardiovascular, motilidad
intestinal y agregacion plaquetaria (Gershon et al., 1990; Walther y Bader, 2003;
Gershon, 2004; Gershon y Tack, 2007).

1%

HO

Serotonina

Fig. 1. Estructura quimica de la serotonina. Esta compuesta de un anillo indol hidroxilado en
la posicion 5,y una cadena lateral etilaminica.
(tomada de Walther y Bader 2003).

|.2.1. Biosintesis de la serotonina

La sintesis de la 5-HT es llevada a cabo tanto en el sistema nervioso central
(SNC) como a nivel periférico. A nivel central, es sintetizada en los nucleos del
rafé (Fig. 2A), situados en la linea media del tallo cerebral, y a nivel periférico en
las células enterocromafines del intestino (Fig. 2B), donde se produce mas del
90% de la 5-HT (Gershon, 2004; Berger et al., 2009).
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Nucleosdel
Rafé

b

Fig. 2. Localizacién anatémica de las neuronas y céluas que sintetizan 5-HT.
A) SNC: neuronas serotoninérgicas de los nucleos del rafé. B) SNP: células
enterocromafines del intestino (tomado de Berger et al., 2009).

Tanto en el cerebro como en el intestino, la serotonina es sintetizada partir del
aminoacido esencial L- Triptéfano (L-Trp), el cual procede del torrente sanguineo ,
y ya en las células es sintetizada por la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH), de la
cual existen dos isoformas, la TPH1 y la TPH2 (Walther y Bader, 2003; Nakamura
y Hasegawa, 2007; Abumaria et al., 2008). Esta enzima adiciona un grupo
hidroxilo en la posicion 5 del anillo pirrélico, formando asi 5-hidroxitriptéfano (5-
HTP), en esta reaccién se requiere oxigeno molecular y el cofactor biopteridina
(BH4) (McKinney et al., 2001). El siguiente paso lo realiza la enzima
descarboxilasa de los L-aminoacidos aromaticos (DLAA), que transforma el 5-HTP
en 5-HT (Fig. 3). En el cerebro, la disponibilidad de L-Trp esta condicionado por su
fijacidon a la albumina plasmatica, que impide su transporte a través de la barrera
hematoencefalica y evita que en condiciones fisioldégicas el transportador se
sature. Asi, ligeros cambios en la concentracion del aminoacido en sangre

provocan cambios en la sintesis de 5-HT.
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Fig. 3. Sintesis de 5-HT a partir del L-Trp.
(Tomado de Walther y Bader (2003).

[.2.2. Triptéfano Hidroxilasa

El paso limitante para la biosintesis de 5-HT es la hidroxilacion de L-Trp,
catalizado por la actividad enzimatica de la TPH y la disponibilidad de sus
sustratos: triptéfano (Trp), oxigeno (O,) y biopterina (BH4) (Martinez et al. 2001;
Walther y Bader 2003). La TPH pertenece a la familia de hidroxilasas de

aminoacidos aromaticos dependientes de pteridina, la cual incorpora un atomo del
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oxigeno molecular en el sustrato y reduce el otro atomo a agua (Fig. 3)

(Nakamura y Hasegawa, 2009).

Por muchos afos, se creyd que un solo gen codificaba para la TPH y
parecia ser responsable para la biosintesis de 5-HT en vertebrados. Sin embargo
Walter y Bader (2003) al generar un raton deficiente de TPH, revelaron que los
organos periféricos, intestino y glandula pineal, carecian de TPH y 5-HT, pero los
niveles de 5-HT cerebral permanecian normales, demostrando asi, la existencia
de un segundo gen para TPH (TPH2) en multiples especies, diferente al ya

conocido (TPH1). Ambos genes muestran una secuencia de identidad del 71%.

De estas dos enzimas, la TPH1 es expresada en intestino, glandula pineal,
y piel, mientras que la TPH2 es la responsable de la sintesis de 5-HT en el
cerebro (Sugden, 2003; Walther y Bader, 2003); Abumaria et al., 2008).

[.2.3. Degradacion de la 5-HT

La TPH, la DLAA y la BH4 son los factores clave para produccion de 5-HT. Tras su
sintesis la 5-HT puede ser almacenada en vesiculas sinapticas o bien degradada
por la MAO, enzima mitocondrial encargado del primer paso de la degradacién de
las monoaminas, la cual convierte la 5-HT a 5-hidroxi-indolacetaldehido, y su
producto es oxidado a acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA). Finalmente el 5-HIAA

es excretado por la orina (Gershon, 2004; Berger et al., 2009).

En caso de ser almacenada, la 5-HT entra en las vesiculas a través de un
transportador vesicular. Una vez en el interior de la vesicula, la 5-HT permanece
unida a una proteina especifica denominada en inglés serotonin binding protein o
SBP (Gershon et al., 1990; Erickson et al., 1996).

(& UMSNH Pgina 16



Maestria Institucional en Ciencias Bioldgicas

[.2.4. Participacion de la 5-HT como factor tréfico

La 5-HT ademas de sus funciones como neurotransmisor, se ha implicado en
eventos del desarrollo, ha sido detectada durante la division del cigoto,
gastrulacion y neurulacion en embriones de erizo de mar, rana, pollo y Drosophila,
asi mismo, se encuentra presente en los conos de crecimiento axonal donde se
relaciona con la axogénesis y la sinaptogénesis (Mercado y Hernandez, 1992;
Buznikov et al., 2001; 2005). La presencia de 5-HT y sus receptores en la
embriogénesis temprana y la habilidad que tienen ciertos agentes farmacologicos
especificos de 5-HT para interferir con el desarrollo embrionario sugiere que los
embriones usan 5-HT antes y después de la neurogénesis para regular la
proliferacion celular y/o movimientos morfogénicos (Lauder et al., 1981; Colas et
al., 1999; Buznikov et al., 2001; Vitalis et al., 2007; Nakamura y Hasegawa, 2009).

|.3. Sistema gustativo

[.3.1. Neuroanatomia del sistema gustativo

Ademas de las funciones mencionadas de la 5-HT, también ha sido implicada en

la transduccion de las senales en el sistema gustativo.

El gusto es el sistema sensorial dedicado principalmente a la seleccion de
los alimentos ya que previene la ingestion de sustancias toxicas (Dvoryanchikov et
al., 2007). Estrictamente hablando, el gusto es la modalidad sensorial generada
cuando algunos compuestos activan al corpusculo gustativo y transmiten sefales
a regiones especificas del cerebro. Ademas es el encargado de percibir y
transmitir las sefales para las diferentes modalidades gustativas: dulce, salado,
acido, amargo y umami a las que se les conoce como modalidades gustativas
basicas. Es probable la existencia de modalidades gustativas adicionales como
grasas, metalicos y otros que también podrian ser considerados como sabores

basicos. Cada una de estas modalidades gustativas se cree representa diferentes
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requerimientos nutricionales. Asi por ejemplo, el gusto por lo dulce parece ser
esencial para la identificacion de carbohidratos como fuente de energia, el umami
permite reconocer los aminoacidos como glutamato, el cual da una sensacion
gustativa agradable y permite la deteccion de proteinas y aminoacidos contenidos
en los alimentos. El gusto por lo salado garantiza el adecuado equilibrio de
electrolitos en la dieta, el gusto por lo amargo es importante para detectar
compuestos dafinos y el agrio sirve para detectar alimentos en mal estado, estas
dos ultimas modalidades median principalmente las sefales aversivas
(Chandrashekar et al., 2006; Simon et al., 2006; Yoshida et al., 2006; Chaudhari
y Roper 2010). Sin embargo, las personas aprenden a tolerar e incluso buscar
algunos compuestos de sabor amargo tales como cafeina y acido citrico, esto ha
superado las respuestas innatas al gusto. Las variaciones en la preferencia del
gusto pueden tener consecuencias importantes para la seleccion de alimentos, la

nutricion y salud.

El gusto es comunmente confundido con sabor, la combinacion sensorial de
la olfaccion y gustacion. También ha sido confundido con sensaciones
somatosensoriales tales como el frio del mentol o lo caliente del chile. Para
muchos mamiferos, la decisidn de ingerir un alimento en particular no solo
depende del gusto si no también su apariencia, olor, textura y temperatura
(Chaudhari y Roper 2010).

[.3.2. Organizacion de las células gustativas

La percepcion gustativa en los mamiferos es mediada por células
gustativas, las cuales son agregados de células neuroepiteliales de forma
compacta que detectan nutrientes y otros compuestos. Estas células estan
organizadas en corpusculos gustativos y se distribuyen sobre la superficie de la
lengua, unos pocos estan presentes en el paladar blando, laringe, y epiglotis

(Ueda et al.,, 2006). A su vez los corpusculos gustativos estan agrupados en
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papilas gustativas, que atendiendo a su morfologia se clasifican en papilas
caliciformes (forma de botdn), papilas fungiformes (forma de hongo) y papilas
foliadas (forma de crestas). Las papilas caliciformes se encuentran ubicadas en
la parte posterior de la lengua, las papilas fungiformes se localizan en las dos
terceras partes anteriores de la lengua y en el paladar, las papilas foliadas se
localizan en la parte posterolateral de la lengua (Fig. 4) (Mistretta y Liu, 2006;
Sugita, 2006).

Caliciformes

Fungiformes

Corpusculo 4. 2 K B
gustativo | & & , - ‘
\- N // ‘\;‘ "'/' : b s !
'6) (&) Z% . _
‘ : Ly e e
< “'l.‘ .:‘\-\\;_ oo 4

Fig. 4. Organizacion del sistema gustativo.
(Modificada de Chandrashekar et al., 2006).

En los mamiferos las células gustativas han sido clasificadas en cuatro
categorias con base en sus caracteristicas morfolégicas: tipo |, tipo Il, tipo Il y tipo
IV (Fig. 5).

Las células de tipo | son las mas abundantes en el corpusculo gustativo,

expresan GLAST, un transportador para glutamato, indicando que ellas pueden
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estar involucradas en la captacion de éste ultimo. También expresan NTPDasaz2,
una enzima que degrada ATP extracelular, el cual sirve como un neurotransmisor
en el corpusculo gustativo y glutamato también como un candidato a
neurotransmisor. Se cree son ceélulas de soporte (Bigiani, 2001; Chaudhari y
Roper, 2010), es decir, sirven de sostén al corpusculo gustativo y controlan las
concentraciones extracelulares de iones. Este tipo celular parece no estar

involucrado en el proceso de sefalizacion del gusto (Suzuki, 2007).

La célula de tipo Il probablemente sea la célula receptora sensorial primaria,
ya que esta célula expresa la maquinaria necesaria para la transducciéon de las
sefales gustativas por receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Estas células
tienen receptores de union al sabor dulce, amargo y umami, y no existe evidencia
que indique la presencia de sinapsis en procesos nerviosos, este tipo de célula
gustativa también reciben el nombre de “célula receptora gustativa” y no parece
estar directamente estimulado por el sabor acido o salado (DeFazio et al., 2006;
Tomchik et al., 2007).

Las células de tipo Ill, no tienen GPCRs, pero expresan proteinas
relacionadas con la sinapsis, como son las proteinas asociadas al sinaptosoma
(SNAP-25), y son las que establecen sinapsis con nervios gustativos aferentes.
Debido a esta caracteristica, este tipo celular recibe el nombre de “células
presinapticas”. Las células receptoras secretan ATP, el cual estimula a las células
presinapticas y las fibras aferentes sensoriales. Estas células responden a
estimulos gustativos acidos y soluciones carbonatadas y son las responsables
para la sefalizacion de estas sensaciones (Tomchik et al., 2007; Chandrashekar
et al., 2009). Estas células expresan moléculas de adhesion de célula nerviosa
(NCAM), una molécula de adhesion de superficie celular, enzimas para la sintesis
de al menos dos neurotransmisores y canales de calcio asociados con la
liberacion del neurotransmisor. El origen de las fibras que hacen sinapsis con las
células de tipo lll y si ellas representan aferencias gustativas, aun no se ha

dilucidado.
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Las células gustativas tipo IV (basales) estan localizadas en la base del
corpusculo. A partir de ellas se generan todas las células gustativas (Roper, 2006;
Suzuki, 2007; Huang et al., 2009; Vandeneuch y Kinnamon, 2009).

Las sefales gustativas son transmitidas via sinapsis entre las células
gustativas y los nervios aferentes, y también de una célula gustativa a otra
(Roper, 2006; 2007; Huang et al., 2009).

Célula tipo Il
Célula (receptora)

tipo | Célula tipo Ill
/ \ (presinaptica)
( \

Fig. 5. A) Integracion del corpusculo.
(Tomado de Roper, 2006) B) Micrografia electrénica del corplsculo gustativo que muestra
en asterisco las células de tipo Il y el poro gustativo (tomado de Royer y Kinnamon, 1991).

El proceso neurofuncional de acceso de la informacién gustativa al cerebro
viene determinado por 3 pares craneales (Fig. 6): a) el par craneal VII (facial), por
su inervacion de los dos tercios anteriores de la lengua; b) el par craneal IX
(glosofaringeo), por su inervacion de la parte posterior de la lengua, y c) el par
craneal X (vago), por su inervacion de regiones de la glotis, epiglotis y faringe. 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
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transportada al cerebro via el nervio glosofaringeo. Finalmente, el nervio vago es
el encargado de trasladar al cerebro la informacion proveniente de la faringe.
Todos los nervios convergen a nivel de la region rostral del nucleo del tracto
solitario (NTS) localizado en el tronco cerebral (Suzuki, 2007).

oy Corteza gustativa
N o primaria

b

J)

Vil cranianos

Nervios

Fig. 6. Neuroanatomia del sistema gustativo.
Lainervacion por los nervios craneales permite transportar la informacién gustativa de las
papilas a la corteza gustativa
(http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=1&materia_id=396&materiaver=1).

1.3.3. Desarrollo del sistema gustativo

En los mamiferos, los corpusculos gustativos surgen del epitelio lingual, son
mantenidos en una constante renovacion celular y su integridad morfologica
depende de su inervacion. El promedio de vida de las células gustativas es de

aproximadamente 10-14 dias, esto significa que las células de las papilas
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gustativas constantemente se desarrollan a partir de células progenitoras durante

toda la vida, generando poblaciones de células heterogéneas (Miura et al, 2006).

En ratas, el desarrollo del sistema gustativo comienza entre el dia
embrionario 9.5 y 10 (E9.5-E10). Las papilas y corpusculos gustativos provienen
del endodermo, y su formacion ocurre después de la aparicion de las primeras
fibras nerviosas en la lengua, al dia embrionario 12.5 (E12.5). Sin embargo, los
precursores de los corpusculos gustativos en el epitelio lingual estan presentes
antes de la inervacion (Mistretta et al., 2005; Krim, 2007). Esto sugiere que este
proceso no depende de las sefales provenientes de las fibras nerviosas, ya que el
corpusculo gustativo desaparece progresivamente después de su denervacion y
reaparece seguido de la regeneracion de las fibras nerviosas (Hamasaki et al.,
1998; Barlow, 1999). El proceso de inervacidon de las células gustativas
comprende dos etapas, en la primera, los axones de las neuronas aferentes son
orientados hacia la cavidad bucal. Después, las sefales emitidas por los
precursores de los corpusculos gustativos controlan el sitio y desarrollo de las
fibras sensoriales aferentes y las células gustativas. Las estructuras primarias de
las papilas aparecen entre E14 y E15, comienzan a ser funcionales al nacimiento y
termina de desarrollarse hasta que es adulto, la diferenciacion del corpusculo
gustativo se da entre la etapa E16 y E20 y este comienza a ser funcional al
nacimiento (Barlow, 1999; Krim, 2007).

Los factores de senalizacion involucrados en la morfogénesis epitelial en
diversos tejidos son también expresados en la superficie de la lengua durante su
desarrollo. Estos factores incluyen proteinas morfogénicas del hueso (Bmp),
proteinas Noggin, factor de crecimiento para fibroblastos (FGF), Sox-2, entre
otros. Otra factor recientemente propuesto en la participacion del desarrollo del

sistema gustativo es la 5-HT (Ortiz-Alvarado et al., 2006).
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[.3.4. Neurotransmisores implicados en la sefializacion gustativa

La participacion de los neurotransmisores entre las células gustativas y las fibras
nerviosas es complicada por varios factores. Cada corpusculo gustativo contiene
una variedad de tipos celulares, que probablemente se comuniquen unas con
otras asi como con las fibras nerviosas gustativas. Recientes estudios han
sugerido la participacién de algunos neurotransmisores a los cuales se les ha
implicado en la sefializacién gustativa, como son: ATP y 5-HT (Finger et al., 2005;
Huang et al., 2005; 2009).

Se ha sugerido que la 5-HT es liberada en el corpusculo gustativo y que el ATP
juega un papel crucial para la comunicacion del corpusculo gustativo a los nervios
gustativos al ser liberado por los corpusculos gustativos en respuesta a un
estimulo (Finger et al., 2005; Chaudhari y Roper, 2010). Las células receptoras y
células presinapticas liberan diferentes neurotransmisores. Las células receptoras
se sabe liberan solo ATP, via canales de panexina (Fig. 7), mientras que las
células presinapticas por otro lado, secretan 5-HT y norepinefrina. La secrecion de

estas aminas bidgenas parece ser una via dependiente de Ca®".
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Fig. 7. Sefalizacion gustativa.
(Modificada de Chandhari y Roper, 2010).

La estimulacion gustativa inicia una secuencia de sefales quimicas en las células
del corpusculo gustativo. Cuando las células son estimuladas con moléculas
dulces, amargas o umami, se secreta ATP de las células receptoras estimulando
las fibras nerviosas aferentes gustativas. Al mismo tiempo, el ATP excita las
células presinapticas adyacentes estimulando en ellas la liberacion de 5-HT y/o
NE. El ATP secretado durante la estimulacion también tiene como objetivo actuar
como un transmisor autocrino en las células receptoras aumentando su secrecion
y contrarrestando su degradacion por ecto-ATPasas. Un efecto de la 5-HT es

inhibir las células receptoras para que ya no se libere Ca®* y por consiguiente ATP
(Chaudhari y Roper, 2010).
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l.4. La serotoninay el sistema gustativo periférico

En relacion con el sistema gustativo, la presencia de 5-HT ha sido
identificada en el organo del gusto de los mamiferos. Técnicas de
inmunohistoquimica han demostrado que la 5-HT esta presente en células de tipo
[l de papilas foliadas y caliciformes en ratas, conejos y monos (Fujimoto et al.,
1987; Kim y Roper, 1995; Ren et al., 1999; Seta, 2007; Suzuki, 2007), la cual se
ha asociado a los procesos de transduccion de la sefal gustativa. Se encuentra
también en células basales en corpusculos gustativos de anfibios parece tener un
papel tréfico en el mantenimiento de la integridad morfolégica del corpusculo
gustativo (Barlow et al., 1996; Toyoshima et al., 1999). Asi mismo también se
demostro la localizacion de la DLAA en el corpusculo gustativo de ratdon (Seta,

2007), enzima que participa en el paso final para la sintesis de 5-HT.

Usando anticuerpos especificos contra 5-HT en corpusculos gustativos de
la papila caliciforme de rata, se ha demostrado la localizacién del transportador de
5-HT (SET), se sugiere pueden jugar un papel modulatorio en el procesamiento de
la informacién gustativa dentro del corpusculo gustativo de raton adulto (Ren et al.,
1999). Mediante técnicas de RT-PCR y de inmunohistoquimica se ha demostrado
también la presencia de 5-HT y de los receptores serotoninérgicos en los
corpusculos gustativos de rata (Kaya et al.,, 2004; Acosta, 2010). Estudios
realizados en ratdn en etapas embrionarias y en la adulta demuestran la presencia
de la enzima limitante para la sintesis de 5-HT, la TPH (Ortiz-Alvarado et al., 2006;
Dvoryanchikov et al.,, 2007).Todos estos antecedentes pudieran indicar la

presencia de un sistema serotoninérgico en el sistema gustativo periférico.
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II. JUSTIFICACION

Evidencias experimentales han demostrado la presencia de 5-HT, de
transportadores para la misma y enzimas que participan en su sintesis, en
corpusculos gustativos de diversas especies. Se ha propuesto que esta 5-HT en
el corpusculo gustativo participa en la transduccidon de sefiales gustativas para la
percepcion de las moléculas sapidas y probablemente, junto con otros factores,
esta participando como factor trofico en el desarrollo del sistema gustativo. Aun se
desconoce el origen de la 5-HT, por lo que se propone que esta pueda ser
sintetizada en células del sistema gustativo, de ser asi, la enzima limitante para su
sintesis, la TPH, estaria presente. Experimentos de RT-PCR en ratones, han
demostrado la expresion de ambas isoformas de la TPH. Sin embargo
actualmente se desconoce cual isoforma de la TPH se expresa en la papila
caliciforme de la rata asi como su ontogenia, ademas, se desconoce si su
expresion se modifica al estimular la sintesis de la serotonina mediante la
administraciéon de L-trp, y cual seria su repercusion en los corpusculos gustativos.

Por lo cual planteamos la siguiente:
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l1l. HIPOTESIS

La papila caliciforme de la rata expresa el ARNm de la TPH y su expresion se

modifica al estimular la sintesis de serotonina.
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V. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de estimular la sintesis de serotonina sobre la expresion del

ARNmM de la TPH en la papila caliciforme de la rata.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar cual isoforma de la TPH esta presente el corpusculo gustativo de la

rata.

- Determinar la expresion del ARNm de la TPH durante el desarrollo de la papila

caliciforme de rata.

-Determinar si la estimulacion de la sintesis de serotonina modifica la expresion

del ARNm de la TPH en la papila caliciforme de la rata.

- Determinar si la estimulacion de la sintesis de serotonina modifica la morfologia y

el numero de corpusculos gustativos de la papila caliciforme de la rata.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Animales y estrategia experimental

Se seleccionaron ratas hembras de la cepa Wistar, nuliparas, de dos meses de
edad, las cuales se mantuvieron en ciclos de luz oscuridad de 12h (7-19 h),
temperatura de 25°C, con agua y alimento ad libitum, estas fueron pareadas con

machos control.

La mafana en la que a las hembras se les observd el tapén vaginal fue
considerado como dia embrionario 0 (EO) o inicio de la gestacion. De las hembras
que resultaron gestantes se formaron dos grupos, el grupo control y el grupo
experimental. Durante la gestacion ambos grupos se mantuvieron bajo

condiciones ambientales y nutricionales estandar.

VI.1.1. Estimulacion de la sintesis de serotonina

Para la administracion del precursor de la 5-HT, L-Trp (sigma), el grupo
experimental fue dividido a su vez en tres grupos. Al primer grupo se le administro
100 mg/kg de peso via i.p. en dosis unica al dia embrionario 14 (E14), al dia
embrionario 15 se obtuvo la papila caliciforme de embriones para evaluar la
expresion del ARNm de la TPH.

Al segundo grupo experimental se le administraron tres dosis de L-Trp en dosis de
100 mg/kg de peso via i.p. recibiendo la primera dosis al dia E14, la segunda al
dia E15 y la tercera al dia E16 con 24 h de diferencia. La obtencién de tejido para

este grupo experimental fue el dia 17 embrionario.
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Al tercer grupo experimental se le administraron tres dosis de la misma
manera que al segundo grupo. Las muestras fueron obtenidas para el dia
postnatal 30 (P30) y postnatal 60 (P60).

Al grupo control se le administré unicamente solucion salina fisiologica.

VI.1.2. Obtenciéon de la muestra

A los dias E15, E17 de gestacion las hembras fueron sacrificadas por
dislocacion cervical y fueron extraidos los embriones. Los embriones y ratas
neonatas PO, y postnatales P30 y P60 fueron decapitados para obtener la lengua.
A las lenguas obtenidas se les diseco por microdiseccion la papila caliciforme (Fig.
8), para determinar la expresion de las isoformas de la TPH mediante la técnica de
RT-PCR en la papila caliciforme, tomando como control de expresion de las
isoformas de la TPH al intestino (TPH1) y al tallo cerebral (TPH2).

Papila caliciforme

Fig. 8. Lengua de rata que muestra la ubicacién de la papila caliciforme.
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VI.2. Analisis de la expresion genética de la TPH

VI1.2.1. Extracciéon del ARN total
Después de la diseccion, las papilas fueron introducidas en un tubo Eppendorf

libre de ARNasas y ADNasas que contenia 1 ml del reactivo Trizol® (invitrogen).

El tejido fue homogeneizado y se adicionaron 200 uL de cloroformo por cada

®
mililitro de Trizol usado para homogeneizar. La mezcla se dejé reposando a
temperatura ambiente por 15 min y se procedio a centrifugar a durante 15 min a

12,000 g a 4°C, el ARN fue separado de la fase acuosa y colocado en un tubo

nuevo, al cual se le adicioné 500 uL de isopropanol por cada mililitro de Trizol®.
Se dej6é reposar 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd durante 10
minutos a 4°C. La muestra fue decantada y la pastilla depositada en el fondo se
lavé con 1 mL de etanol al 75% y se centrifugo a 15,000 g durante 10 min a 4°C.
Se elimin6 el alcohol y se dejé secar el tubo durante 10 min a temperatura
ambiente. Finalmente el ARN fue resuspendido en 20 uL de agua libre de
ARNasas. El RNA obtenido fue digerido con DNAsa | (sigma) para remover la
contaminacién por DNA, 1 unidad de DNasa por cada 8 ul de RNA total durante 30
minutos a 37°C. La concentracion de ARN fue determinada por espectrofotometria

a 260 y 280 nm en una dilucion 1:100 con agua estéril.

VI.2.2. Reaccion de retrotranscripcion (RT)

Para la sintesis de DNAc se utilizaron tubos de 0. 2 ml libres de nucleasa para un
volumen final de reaccion de 20 pl, al cual se adicionaron: 1 pl de Oligo (dT), 2 ul
de dNTPs, 5 pg de RNA total, seguido por la adicion de agua estéril para un
volumen de 13 pl. La muestra fue calentada a 65°C por 5 min y posteriormente
colocada en hielo. Después se adicionaron 4 pl de buffer 5xy 2 yl 0.1 M de DTT
se mezclaron suavemente y fueron incubados 37°C por 2 min. Finalmente 1 pl de

retrotranscriptasa fue adicionado, se mezclo y fue incubada a 37°C por 50 min. La
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reaccion fue inactivada a 70°C por 15 min. Para cada reaccion se corrié un control
en el cual la enzima transcriptasa reversa fue sustituida por agua, el cual fue

identificado como RT negativo.

VI.2.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para determinar la expresion de la TPH, la reaccion se llevo a cabo en un volumen
total de 20 pyL. En las reacciones donde se omitid la transcriptasa reversa se
utilizaron como control en el analisis de expresion. Las condiciones usadas para la
PCR fueron las siguientes: un paso inicial de activacion de 5 min a 95°C, seguido
por los siguientes pasos; desnaturalizacion por 45 s a 95°C, alineamiento por 45 s
de 54°C a 59°C (54°C TPH1 y TPH2, 59°C actina) y extension de 1 min a 72°C;
estos pasos fueron repetidos por 38 ciclos, y un ciclo de 7 min a 72°C para

inactivar la reaccion.

En la tabla 1 se presentan los oligonucleétidos utilizados para amplificar
fragmentos especificos de ambas isoformas de TPH y de actina utilizada como

control interno.

Tabla. 1. Oligonucléotidos especificos para las isoformas de la TPH y B-actina.

Oligonucleétido Secuencia
TPH1 (sentido) 5" CAA GGA GAA CAAAGACCATTC 3
TPH1 (antisentido) 5ATT CAGCTGTTCTCG GTT GAT G 3’
TPH2 (sentido) 5 TAA ATA CTG GGC CAG GAG AGG 3
TPH2 (antisentido) 5 GAAGTGTCTTTGCCGCTTCTC 3
Actina (sentido) 5 AGC GCT TCC GGT GTCCA &
Actina (antisentido) 5 GGC TGT GATCTCCTT CT 3
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La talla esperada del fragmento amplificado para la TPH1 es de 208 pb, para la
TPH2 es de 132 pb y para B-actina de 200 pb. Los productos de PCR fueron
resueltos por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, en el cual se colocaron
9 pL de los productos de la PCR y 2 pL de buffer de corrida, el tiempo de corrida
fue de 150 minutos a 80V. Las bandas obtenidas fueron observadas con luz UV,
con un marcador de referencia de tamafio molecular de 100 pb por fragmento

(Sigma).

VI1.3. Conteo de corpulsculos gustativos

Los animales tratados con L-trp y controles fueron sacrificados mediante fraccion
cervical, realizando una perfusion con solucion salina al 0.9%. Se les extrajo la
lengua, la cual fue fijada en paraformaldehido (PAF) al 4% en solucion de
amortiguadora de fosfatos (PBS) durante 24 h a 4°C. Posteriormente se lavaron
con PBS para eliminar los restos de PAF. Acto seguido se les colocd en una
solucion de sacarosa a concentraciones de 10, 20 y 30% diluida en PBS, cada
lengua fue tratada durante 24 h para cada una de las concentraciones de

sacarosa a una temperatura de 4°C (Fig. 9).

Fig. 9. Frasco con lenguas de rata en soluciéon de sacarosa.

(& UMSNH Pagina 34



Maestria Institucional en Ciencias Bioldgicas

El paso siguiente fue disecar las papilas, se orientaron en OCT, un compuesto que
se utiliza para fijar tejido en frio, y se almacenaron a -70°C, para después realizar
los cortes en un criostato a 16 ym de espesor, los cuales fueron colocados en
laminillas para ser tefiidas por la técnica de hematoxilina-eosina. Se determiné el
numero de corpusculos gustativos de la papila caliciforme por el método de
Bradley et al. (1980).

VI.4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa Graphpad Prism 4.0. Se
compararon los niveles de expresion relativa entre la TPH1 y la TPH2 a diferentes
etapas del desarrollo embrionario, asi como cambios en la expresion relativa de
cada una de las isoformas de TPH durante el curso del desarrollo embrionario,

dicho analisis se realizé mediante la prueba, “t” de Student.

VI.5. Analisis de expresion de la TPH

Para el analisis de expresion de la TPH se realizaron los experimentos de PCR
por triplicado. El andlisis se realizo mediante densitometria con el programa
“Image J” 1.42, en la cual se midio la densidad optica de las bandas obtenidas en
los geles de agarosa usando como referencia la expresion de la B-actina.
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VIl. Resultados

VIl.1. Prueba de eficiencia de extraccion

Para probar si la extraccion se realizo de una manera correcta utilizamos al gen
constitutivo [B-Actina, el cual al ser amplificado por PCR da un producto
correspondiente a 200pb. Las bandas para [(-Actina fueron detectadas después
de 38 ciclos para tallo cerebral, intestino y papila (Fig. 10).

Actina

" T ! p

MM-Marcador de peso molecular
T-Tallo
20005 _ P-Papila

Fig. 10. Productos de amplificacion del gen B-actina.

Ademas de esto, la expresion de B-Actina de las diferentes etapas de desarrollo
empleadas en el experimento (Fig. 11) y en los tejidos de control de expresion no

varié significativamente, lo que indica que el gen constitutivo B-Actina es adecuado

para utilizarlo como un control interno de expresion.

B- ACTINA
E15 E17 PO P30 P60
MM C L-Trp C L-Trp C L-Trp C L-Trp C L-Trp
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Fig. 11. Productos de amplificacion del gen B-Actina durante el desarrollo de la

papila caliciforme de rata.

VII.2. Expresion del gen TPH en el tejido de control

El gen de la enzima TPH se sabe que se expresa en dos isoformas, la TPH1 y
TPH2, el tejido control de expresidon usado para la isoforma de la TPH1 fue
intestino y para la isoforma TPH2 se utilizo el tallo cerebral, esto es debido a que
la primera isoforma se expresa en glandula pineal y células enterocromafines del
intestino, mientras que la segunda es responsable de la sintesis de 5-HT en el
SNC (Walther y Bader, 2003). Las bandas en el gel de electroforesis de los
productos de amplificacién fueron del tamafo esperado. Para el tallo (TPH2) de
132pb y para intestino (TPH1) 208pb. Los productos fueron corridos en un gel de
agarosa al 1.5% (Fig. 12).

TPH1  TPH2 TPH1 TPH2

| ] | T
(pb) MM + + - -

200

MM- marcador de
peso molecular

100 | - Intestino

T- Tallo cerebral
Fig. 12. Productos de amplificacién en tejido de expresion control.
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VII.3. Expresién de la TPH en la papila caliciforme de rata.

Para el analisis de expresion de la TPH se realizaron los experimentos de PCR
por triplicado, los geles fueron analizados con el programa “Image J” para
determinar si existe diferencia en la densitometria de las muestras administradas

con L-Trp con respecto a su control.

La Figura 13 muestra los productos de amplificacion de la PCR del grupo control y
del grupo administrado con L-Trp. Se observo la expresion de la isoforma para el
gen TPH1 en la papila caliciforme de rata desde el dia E15 y se mantiene la

expresion hasta la etapa adulta, teniendo un tamano esperado de 208pb (Fig. 13).

TPH1

E15 E17 PO P30 P60

mm € TP C L-Trp C L-Trp C L-Trp C L-Trp
+ + + + + + + + + +

Fig. 13. Productos de PCR para el gen de la TPH1.

(& UMSNH Pgina 38



Maestria Institucional en Ciencias Bioldgicas

VII.3.1. Expresion relativa para la isoforma del ARNm de la TPH1 al dia
E15.

La Figura 14 Muestra la expresién del RNAm de la TPH1 en la papila caliciforme
de la rata al dia E15, es decir un dia después de la primera administraciéon de L-
Trp. Se puede observar que a esta etapa del desarrollo la expresion de la TPH en

el grupo administrado con L-Trp es mayor con respecto a su control (*P<0.05).

15-
o
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s 109
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e 00 | e
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gt. : e
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pglfriiiiii

CONTROL
E15

Fig. 14. Expresion relativa del ARNm de la TPH1 en la papila caliciforme de la rata al dia E15.
X + D.E. n=12/grupo.
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VII.3.2. Expresion relativa para el ARNm de la TPHL1 al dia E17.

La Figura 15 Nos muestra la expresion relativa del RNAm de la TPH1 en la papila
caliciforme de la rata al dia E17, un dia después de administrar la segunda dosis
de L-Trp (dia E15 primera dosis, dia E16 segunda dosis). No existié diferencia
estadisticamente significativa en la expresion de la TPH en el grupo administrado

con L-Trp con respecto a su control.

0-0 ---------

Fig. 15. Expresion relativa del ARNm de la TPH1 en la papila caliciforme de larata al dia E17.
X +D.E. n=10/grupo.
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VII.3.3. Expresion relativa para la el ARNm de la TPHL1 al dia PO.

Al dia del nacimiento, las papilas de las crias recibieron el mismo procedimiento
que las muestras anteriores para medir la expresion del RNAm de la TPH1
(Fig. 16), la densitometria para esta etapa del desarrollo mostré6 que existe una
diferencia estadisticamente significativa en la expresion de la TPH1 al dia PO del

grupo administrado con L-Trp con respecto a su control (*P<0.0001).

*kk
15-
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cxX | 22—
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JuC P R R e
| | (e P e e e e e
0‘0 .......... 11
CONTROL LTRP
PO

Fig. 16. Expresion relativa del ARNm de la TPH1 en la papila caliciforme de la rata al dia PO.
X +D.E. n=8/grupo.
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VII.3.4. Expresion relativa para el ARNm de la TPHL1 al dia P30.

La expresion relativa de la TPH1 con respecto a B-Actina para el dia postnatal 30
se muestran en la Figura 17, donde se puede observar que no hay diferencia en la

expresion de la enzima. Estos valores parecen mantenerse hasta la etapa P60.

1.00-
g
BE OR L
[T Srisioias
C < S iiraas
’:E% 0.50+ SrrrTaTa
s SRR
2o STsasTaey
D-t- ..........
a | iR
Tt 0.23 S
S I S5
Control L-Trp
P30

Fig. 17.Expresion relativa del ARNm de la TPH1 en la papila caliciforme de la rata al dia P30.
X +D.E. n=6/grupo.
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VII.3.5. Expresion relativa para el ARNm de la TPHL1 al dia P60.

La expresion relativa para el ARNm de la TPH1 al dia P60 en el grupo
administrado con L-Trp no mostro diferencia estadisticamente significativa con

respecto a su control (Fig. 18).

o
o
i

(TPH1/ActIna)

Expreslién relativa

o
N
i

0.00

CONTROL L-TRP
P60

Fig. 18. Expresion relativa del ARNm de la TPH1 en la papila caliciforme de la rata al dia P60.
X + D.E. n=6/grupo.
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VII.3.6. Expresion de la TPH2 en papila caliciforme de rata.

En relacién a la expresion del RNAm de la TPH2 en la papila caliciforme de la rata

los resultados obtenidos hasta ahora no muestran expresion del mismo (Fig. 18).

MM- Marcadorde peso molecular
T-Tallo

P-Papila

Fig. 19. Amplificacion de los productos de PCR para el gen de la TPH2 en la papila
caliciforme de rata.
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VII.4. NOmero de Corpusculos gustativos.

Si la 5-HT participa como un factor tréfico en el sistema gustativo (existen otros
factores ademas de la 5-HT), al administrar un precursor para su sintesis como el
L-Trp y verse alterada su sintesis, pudiera existir un cambio en el desarrollo del
sistema gustativo. Para evaluar tal efecto, se procedid a cortar las papilas
gustativas en un criostato a 16um de espesor y contar el numero de corpusculos

gustativos segun el método de Bradley (Bradley et al., 1980).

Los resultados muestran una disminucion en el numero de corpusculos
gustativos en un 55% en PO, en P30 no hay diferencia, pero el valor en el grupo
tratado con L-Trp se mantiene hasta P60 donde se observa una disminucion de
23% (*P<0.05, **P<0.001).

200+
=-1CONTROL

* L-TRP

1004

Nldmero de corpusculos
gustativos

Fig. 20. Nomero de corplsculos gustativos en etapas postnatales.
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En las Figuras 21 y 22 se observa la papila caliciforme en la etapa adulta y en la
etapa PO respectivamente, con un acercamiento a los corpusculos gustativos

cuantificados mostrados en la figura 20.

Fig. 21. Fotografia de papila caliciforme de rata adulta
A) Foto que muestra la ubicacion de los corpusculos gustativos B) Acercamiento a los
corpusculos gustativos C) El poro gustativo esta indicado con la flecha.

f"l

-.n. !..-‘..

'b'. \

Fig. 22. Fotografia de papilas caliciformes a PO.
A) papila control. B) papila L-Trp

Con respecto a la morfologia no se observaron cambios aparentemente.

(& UMSNH Pagina 46



Maestria Institucional en Ciencias Bioldgicas

VIII. Discusién

La TPH es la primera enzima en la sintesis de 5-HT. Esta enzima esta presente
en el organismo en 2 isoformas: TPH1 y TPH2. La primera isoforma se expresa en
la glandula pineal y las células enterocromafines del intestino, mientras que la
segunda es la responsable de la sintesis de 5-HT en el SNC (Walther y Bader
2003).

En este trabajo experimental se demostrd la expresion de la TPH1 en
etapas tempranas del desarrollo del sistema gustativo y en la etapa adulta en ratas
Wistar y que esta expresion se modifica tras la administracion de L-Triptéfano en

etapas claves del desarrollo del sistema gustativo.

Para determinar la expresion del gen de la TPH en el sistema gustativo
periférico, especificamente en los corpusculos gustativos, se empleo la técnica de
RT-PCR. Los resultados muestran la expresion de la TPH1 desde el dia
embrionario numero 15 y hasta alcanzar la etapa adulta (P60) tanto en el grupo
control como en el administrado con L-Trp, mostrando un incremento significativo
en la expresion de la TPH en el grupo administrado con el precursor de la sintesis
de 5-HT, al dia E15 y al dia del nacimiento con respecto al grupo control. Se ha
observado que en condiciones fisioldgicas normales, la TPH no esta totalmente
saturada, por lo que la sintesis de 5-HT y la actividad de la enzima pueden ser
incrementadas al administrar el precursor L-Trp (Chagoya y Hernandez, 1983;
Seta et al., 2007). La presencia de esta enzima en los corpusculos gustativos a
etapas tempranas del desarrollo indica primero que existe sintesis de serotonina
en el epitelio lingual, esto aunado a datos en la literatura que muestran la
presencia de receptores serotoninérgicos (Kaya et al., 2004; Acosta y Mercado,
2010), transportadores de serotonina (Ren et al, 1999), apoya la hipétesis de la
presencia de un sistema serotoninérgico inherente al epitelio lingual (Ortiz-

Alvarado et al.,, 2006), segundo, que la serotonina podria estar regulando el
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proceso de desarrollo de los corpusculos gustativos, tal como lo sugiere Barlow
(1999), quien muestra que el desarrollo del corpusculo gustativo es independiente
de la innervacion para su diferenciacion. Hamasaki et al. (1998) sugieren que la 5-
HT presente en células basales de los corpusculos gustativos, es la responsable
de mantener la integridad morfolégica de los corpusculos gustativos, ya que al
administrar a un grupo de ranas p-clorofenilalanina (PCPA), un inhibidor de la
TPH, observo la disminucién o ausencia de la 5-HT, mientras que a otro grupo al
cual le realizo una denervacion cortando los nervios gustativos, observo presencia
de 5-HT, ademas de cambios degenerativos en los corpusculos gustativos del
grupo administrado con PCPA. Experimentos realizados por Acosta y Mercado
(2010) también muestran cambios morfologicos en la papila caliciforme de rata,
tras la administracion repetida de PCPA durante la etapa de gestacion de la rata.
Delay (1997) propone que la 5-HT tiene papel de factor trofico en las células
basales de corpusculos gustativos del necturus, estos datos apoyan la hipotesis

de la 5-HT como factor tréfico en el sistema gustativo periférico.

La 5-HT en el sistema gustativo, ademas de las funciones anteriores, actua
como neurotransmisor y como neuromodulador en la transduccion de las sefiales
para la percepcion gustativa en la etapa adulta, la cual se lleva a cabo cuando la
célula receptora (tipo IlI) es estimulada por las moléculas sapidas. Esa
estimulacion origina que secrete ATP, este ATP actua en las fibras aferentes
sensoriales asi como en las células presinapticas (tipo Ill), causando la posterior
liberacion de 5-HT (fig. 7), la cual se ha propuesto es el neurotransmisor para la
sinapsis en los corpusculos gustativos, ademas de modular la liberacion de ATP
de las células presinapticas (Chaudhari y Roper, 2010; Roper, 2007). Estos
antecedentes sugieren que la TPH expresada en etapas tempranas del desarrollo
tiene un papel en la sintesis de 5-HT que participa como factor tréfico, ademas de
ser la responsable del mantenimiento de la integridad morfolégica de los
corpusculos gustativos. Mientras que la TPH expresada en etapas postnatales
podria indicar su participacion en la sintesis de 5-HT como neurotransmisor y

neuromodulador en la transduccion de las sefales para la percepcion gustativa.
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Experimentos realizados en ratones muestran la expresion de ambas
isofomas (TPH1 y TPH2) en la papila caliciforme, y la enzima predominante es la
TPH2 (Ortiz-Alvarado et al., 2006; Dvoryanchikov et al., 2007; Guzman et al.,
2007). Interesantemente nosotros no encontramos la expresion de la TPH2 en la

papila caliciforme de la rata.

Teniendo en cuenta el papel de la 5-HT como factor trofico en el sistema
gustativo, se evalué el numero de corpusculos gustativos de la papila caliciforme
de rata para observar si existia alguna diferencia tras la administracion de L-Trp en

etapas claves del desarrollo del sistema gustativo.

Del estudio cuantitativo del numero los corpusculos gustativos, es evidente
gue aun cuando se observan corpusculos gustativos al dia del nacimiento, no se
observa el poro gustativo, lo cual indica que aun son inmaduros, pero seran
fortalecidos en su funcion por la leche materna tal como lo sugieren Rubio et al.
(2011). Ademas, de que el numero de corpusculos gustativos en el grupo tratado
con L-Trp siempre se mantuvo por debajo del grupo control. La disminucién en el
numero de corpusculos gustativos en el grupo tratado con L-Trp con respecto al
grupo control y por lo tanto el incremento de 5-HT por la administracién de L-Trp
apoya la hipotesis de la participacion de la 5-HT como neuromodulador del
desarrollo de los corpusculos gustativos.

En la etapa P30, el grupo control incremento el numero de corpusculos
gustativos con respecto a PO, y aunque el corpusculo gustativo parece ser maduro
morfolégicamente en esta etapa, continua desarrolldndose e incrementando en
numero hasta alcanzar la etapa adulta (Rubio et al., 2011). Este incremento en el
numero de corpusculos gustativos en el grupo control de P30 a P60 es normal, y
podria deberse a que las crias, a partir del dia 23 posnatal, entran en un periodo
de transicion entre la leche y la ingesta de alimento sdlido, o que permite que el
sistema gustativo se desarrolle normalmente. No asi en el grupo tratado con L-Trp,

el cual desde PO se mantiene por debajo del grupo control, aun cuando
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incrementa de PO a P30, mientras que de P30 a P60 no hay diferencia significativa

en el numero de corpusculos gustativos (fig.20).

Con los resultados obtenidos podemos sugerir un mecanismo probable por
el cual se disminuye el numero de corpusculos gustativos. Al administrar el L-Trp
en etapas clave del desarrollo de la papila caliciforme de la rata, es de esperarse
que incremente la sintesis de serotonina. Meneloga et al. (2004) observaron que
ante un exceso de serotonina se inhibe la capacidad de diferenciacion celular. El
mecanismo probable es que sea a través del receptor 5-HT»g el cual se sabe que
participa en el desarrollo del corazén (Nabigil et al., 2000) y esta presente en la
papila caliciforme de la rata en etapas tempranas del desarrollo del sistema
gustativo (Acosta y Mercado, 2010).

En nuestro estudio, el desarrollo del corpusculo gustativo, es diferente en el
grupo en el cual se estimulo la sintesis de 5-HT. En cuanto a los valores obtenidos

en este grupo no existen referencias anteriores con los que se pudieran comparar.
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IX. Conclusion

La papila caliciforme de la rata expresa solamente la TPH1 y la serotonina

modifica su expresion y el numero de corpusculos gustativos.
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