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V. RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por
hiperglucemia crénica. Se han reportado cambios en la percepcion gustativa en
pacientes con diabetes mellitus. La sensacion del gusto es detectado en células
gustativas que se agrupan en corpusculos gustativos localizados en las papilas
gustativas que son estructuras especializadas en la cavidad oral. En las papilas
gustativas se ha demostrado la presencia de serotonina y de receptores
serotoninérgicos (5-HTqa, 5-HT2s y 5-HT3). Los receptores 5-HTia estan
localizados en las células de tipo Il en donde no se sintetiza serotonina y este
receptor tiene una amplia distribucion en la corteza cerebral. Los receptores 5-HT3
se expresan en las fibras aferentes gustativas y estan involucrados en la
transmision de las modalidades gustativas dulce, amargo, umami, salado y acido,
una serie de estudios han demostrado la distribucion de los receptores 5-HT3; en
el tallo cerebral. Por ultimo, el receptor 5-HT,g se expresa ampliamente en el
cerebelo, asi como en la periferia, y se ha implicado en los fenbmenos de
diferenciacion celular. La hiperglucemia crénica, se asocia con disfuncion y fallo
de diversos organos, especialmente los ojos, riiones, nervios, corazon, pancreas,
vasos sanguineos, el cerebro y el sistema gustativo. Hasta la fecha no hay
reportes sobre la expresion de los receptores serotoninérgicos en el cerebroy la
papila caliciforme en la diabetes mellitus, por lo que, el objetivo del presente
trabajo fue determinar por RT-PCR la expresion del ARNm de los receptores 5-
HT1a, 5-HT2s ¥y 5-HT3 en la papila caliciforme, la corteza cerebral, cerebelo y tallo
cerebral en ratas con diabetes mellitus experimental. Los resultados mostraron
una disminucion en la expresion del ARNm del receptor 5-HTa en la corteza
cerebral, mientras que en la papila caliciforme no hubo diferencia significativa en
la expresién con respecto al grupo control. En relacién con el receptor 5-HTo5 se
observo un incremento en el ARNm en la papila caliciforme y solo en la octava
semana de induccion de la diabetes mellitus experimental se observd disminucion

en la expresion del ARNm del receptor 5-HT2z en el cerebelo. La expresion del



ARNmM del receptor 5-HT3en la papila caliciforme mostré regulacion a la altay en
el tallo cerebral mostré regulacion a la baja. Estos resultados nos sugieren que los
cambios diferenciales en la expresion de los receptores serotoninérgicos en la
diabetes mellitus cronica podria ser un mecanismo compensatorio con el fin de

mantener la transduccion de las sefiales gustativas.

Palabras clave: Sistema gustativo, serotonina, Regulacion.



V. ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by chronic
hyperglycemia. There are reports of changes in the taste perception in patients
with diabetes mellitus. Taste sensation is transduced in secondary sensory cells
located at the taste buds which are specialized structures in the oral cavity. In the
taste buds have been observed the presence of serotonin and serotonin receptors
such us 5-HT1a, 5-HT25 and 5-HT3. The 5-HT 4 receptors are located in type Il cells
which not synthesized serotonin and also have widely distribution in the cerebral
cortex. The 5-HT3 receptors are expressed in gustatory afferent fibers and is
involved in the transmission of tastes modalities such as sweet, sour, umami, salt
and bitter, a number of studies have mapped the distribution of 5-HT3; receptor
expression in the brainstem. Finally, the 5-HT,g receptor is widely expressed in the
cerebellum as well as in the periphery, and it has involved in the cell differentiation
phenomena. The chronic hyperglycemia is associated with long-term damage,
dysfunction and failure of different organs, especially the eyes, kidneys, nerves,
heart, pancreas, blood vessels, brain and gustative system. Actually there are not
reports about the expression of 5-HT receptors in the brain and taste buds in the
Diabetes Mellitus, so, the aim of the present work was to determined by RT-PCR
the expression of mMRNA of the 5-HTqa, 5-HT2s and 5-HT3 receptors in the
circumvallate papillae, cerebral cortex, cerebellum and brainstem of rats with
experimental diabetes mellitus. The results showed down regulation of the
expression of the mRNA 5-HT4a receptor in the cerebral cortex of rats with DME in
the papillae circumvallate of the experimental group were there not significantly
difference from the control group. In relation with 5-HT,g receptor, we observed an
up regulation of the expression in the circumvallate papillae and only at eight week
of diabetes mellitus induction we observe a down regulation expression in
cerebellum. The expression of the mRNA of 5-HT; receptor showed an up
regulation in circumvallate papilla and down regulation expression in brainstem.

These results suggest us that the differential changes in the expression of the 5-HT



receptors in chronically diabetes mellitus are a compensatory mechanism in order

to maintain the transduction of the gustatory signals.

Key Words: Down regulation, Up regulation, Diabetes mellitus, Gustatory system,

Serotonin.
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VI. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es un problema grave de salud publica, debido a
que ha aumentado su incidencia y prevalencia. En México, el registro realizado por
la Encuesta Nacional de Salud 2000 estimd que existen alrededor de 3.6 millones
de mexicanos mayores de 20 afios que padecen DM; con prevalencia del 7.5%,
ligeramente mayor en las mujeres que en los hombres a partir de los 50 afos. En
1980 ocupd el noveno lugar como causa de muerte, para colocarse a finales de
los 90 en el tercero, actualmente es la primera causa de muerte en nuestro pais
(Diaz et al., 2004). Las alarmantes cifras de pacientes con DM se asocian a un
cambio en la alimentacién y disminucion de la actividad fisica cotidiana, esto
contribuye a un prevalente incremento de las personas que desarrollan obesidad

que es un factor importante para desarrollar DM (Bottino and Trucco, 2005).

VI.1. DIABETES MELLITUS

La DM es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglucemia.
Las causas de la hiperglucemia son por una accion deficiente de la insulina que
pueden originarse de una inadecuada secrecidn de insulina y/o una disminuida
respuesta de los tejidos en uno o0 mas puntos en la compleja via de la accién de
esta hormona, o en ambas; lo que conduce a un sindrome caracterizado por

alteraciones del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos (ADA, 2010).

La insuficiencia en la secrecién de insulina se debe a la disfuncion de
células B del pancreas o a la destruccion de estas células 3 por una reaccion
inmunitaria, que es mediada por anticuerpos y por reacciones celulares (Seino et
al., 2010).
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La Resistencia a la insulina o la accion defectuosa de la insulina se produce
cuando un nivel normal de insulina produce una respuesta fisiolégica debajo de lo
normal. El musculo esquelético y el higado son dos de los 6rganos responsables
de la respuesta primaria a la insulina, para mantener la homeostasis de la glucosa
normal. La insulina normalmente disminuye el nivel de glucosa en sangre a traves
de la supresion de la produccion hepatica de glucosa y la estimulacion de la
captacion de glucosa periférica, una disfuncidn en cualquier paso de este proceso

puede dar lugar a resistencia a la insulina (Maiese et al., 2007).

La DM presenta sintomas caracteristicos como poliuria (aumento de
excrecion urinaria), polidipsia (necesidad de tomar agua), polifagia (aumento del
apetito), visidbn borrosa, pérdida de peso, deterioro del crecimiento y

susceptibilidad a ciertas infecciones (ADA, 2010).

La hiperglucemia en la mayoria de los pacientes con una larga evolucion de
la enfermedad desencadena complicaciones como retinopatia con pérdida
potencial de la visién; la nefropatia que conduce a la insuficiencia renal,
neuropatia periférica con riesgo de ulceras en los pies, amputaciones, sintomas
cardiovasculares y disfuncion sexual. Los pacientes con diabetes tienen una
mayor incidencia de aterosclerosis cardiovascular, enfermedad cerebrovascular,
también se presentan a menudo hipertensiéon y anormalidades del metabolismo
de las lipoproteinas (ADA, 2010).

VI.1.1. CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

En 1997 la Asociacion Americana de Diabetes dio a conocer un nuevo criterio
para el diagnostico y clasificacion de la DM (Kahan, 1997), la gran mayoria de los
casos corresponde a dos clases principales: Diabetes Mellitus tipo 1 y Diabetes
mellitus tipo 2 (ADA, 2010).
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Existen varios tipos de DM debidos a una compleja interaccion entre factores

ambientales, genéticos y elecciones respecto al modo de vida.

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

Diabetes mellitus Gestacional

A e

Otros tipos especificos de diabetes mellitus

VI.1.2. DIABETES MELLITUS TIPO 1

La DM1 corresponde a un 5 y 10% de los casos de DM. Es la mas
frecuente en nifos y adolescentes por o que se denomina diabetes mellitus juvenil
o de inicio juvenil (Deneman, 2006). La DM1 es consecuencia de la destruccién de
las células B, con desaparicion casi completa de la secrecion de insulina y
deficiencia insulinica absoluta. Se distinguen dos subclases, una variedad
autoinmunitaria y otra idiopatica. La variedad autoinmunitaria es una enfermedad
cronica con un periodo prodrémico subclinico que se caracteriza por destruccion
autoinmunitaria de las células [ productoras de insulina en los islotes
pancreaticos. La velocidad y la magnitud de la destruccion de las células betas

son variables (Harris-Maureen, 2003).

VI.1.3. DIABETES MELLITUS TIPO 2

La DM2 es un grupo heterogéneo de trastornos que se suelen caracterizar
por grados variables de resistencia a la insulina, trastornos de la secrecion de ésta
y aumento de la produccion de glucosa, este tipo de diabetes comprende

alrededor del 90% de todos los diabéticos del mundo occidental.
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La causa de la DM2 se desconoce, se ha propuesto que tiene una base
genética importante por su patron familiar frecuente, su prevalencia tan alta en
determinados grupos étnicos y los estudios de mezclas genéticas. Aun no se
conocen los genes que originan la mayor parte de los casos de DM2. Es probable
que las causas de la DM2 sean factores ambientales y del estilo de vida que se
adicionan a la predisposicion genética. Uno de los factores mas importantes es la
obesidad, puesto que entre 50 y 90% de pacientes con DM2 son obesos. La
obesidad cursa ademas con resistencia a la insulina, un factor importante en la
patogenia de la mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes. Se ha
senalado 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 afnos al desarrollo de la diabetes. Entre los desencadenantes
ambientales hipotéticos se cuentan los virus en especial el virus coxsackie y el de

la rubéola (Powers-Alvin, 2006).

VI.1.4. DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La Diabetes mellitus Gestacional (DMG) consiste en la presencia de
hiperglucemia en ayuno o intolerancia a la glucosa moderada durante el
embarazo. Del 2 al 5 % de las embarazadas presentan DMG, su frecuencia es
mayor conforme avanza la edad y en las mujeres con sobrepeso. Las mujeres con
DMG tienen mayor riesgo de desarrollar DM2 después del embarazo (Harris-
Maureen, 2003).
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VI.1.5. OTROS TIPOS DE DIABETES MELLITUS

Esta variedad Representa entre el 1 y el 2 % de los casos de sindrome
diabético, comprende un grupo causal heterogéneo que abarca los casos de
diabetes en que las causas no se establecen o se conocen parcialmente. Estas
causas comprenden defectos genéticos conocidos que alteran el funcionamiento
de las células B o la accion de la insulina, trastornos del pancreas exocrino,
endocrinopatias, cambios pancreaticos medicamentosos 0  quimicos,
enfermedades y situaciones en que la frecuencia de la diabetes se eleva en grado
considerable, sin embargo, aun no se ha establecido una causa precisa (Harris-
Maureen, 2003).

VI.1.6. DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL (DME)

Los modelos animales han contribuido enormemente en el estudio de la
diabetes mellitus, debido a que se tiene la oportunidad de controlar en vivo los
factores genéticos y ambientales que pueden influir en el desarrollo de la
enfermedad y el establecimiento de sus complicaciones, y asi obtener nueva
informacion sobre su manejo y tratamiento en seres humanos. La mayoria de los
experimentos se llevan a cabo en roedores, a pesar de que otras especies con
caracteristicas biolégicas similares a las humanas también se utilizan. Los
modelos animales desarrollan diabetes, ya sea espontaneamente o mediante el
uso de quimicos, técnicas quirurgicas, genéticas o de otro tipo y muestran muchas
caracteristicas clinicas o fenotipos asociados a la enfermedad (Chatzigeorgiou et
al., 2009).

En 1889, Von Mering y Minkowski produjeron diabetes experimental en un

perro mediante la remocidn quirdrgica del pancreas. El animal desarrollé poliuria y
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polidipsia por lo cual concluyeron que el animal presenta Diabetes mellitus (Rees
and Alcolado, 2005). Desde entonces, la pancreatectomia total se usa en muchas
especies, con el proposito de crear modelos experimentales. En el perro y el gato
se presenta un sindrome diabético clinicamente inestable, en animales como los
conejos, cabras, cerdos, ovinos, monos, aves y peces solo se presenta un estado
diabético caracterizado por glucosuria moderada y cetonuria variable (Ramos and
Domingo, 1994).

El uso de agentes quimicos para producir diabetes, permite realizar estudios
detallados de los eventos bioquimicos y morfoldégicos que ocurren durante y
después de la induccion de un estado diabético. Existen varias clases de agentes
quimicos, los mas utilizados son el aloxano y la estreptozotocina, estos
compuestos son sustancias con citotoxicidad especifica que destruyen a las
células B del pancreas y causan un estado de deficiencia absoluta de insulina. La
induccién de diabetes mellitus experimental en ratas mediante el uso de estos
quimicos es muy conveniente y de uso simple (Ramos and Domingo,1994;
Szkudelski, 2001).

La estreptozotocina es un citotéxico preferentemente de las células beta del
pancreas ya que es estructuralmente analogo de la glucosa y el transportador de
glucosa GLUT2 le permite el paso a la célula beta donde se acumula. Después de
su absorcion en las células beta, la estreptozotocina se divide en glucosa y una
fraccion metilnitrosourea. La molécula metilnitrosourea tiene propiedades
alquilantes, éste modifica macromoléculas bioldgicas, los fragmenta al acido
desoxirribonucleico (ADN) y destruye las células beta, causando un tipo de

diabetes insulino dependiente (Lenzen, 2008).

VI.1.7. COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DIABETES MELLITUS

Las complicaciones cronicas de la Diabetes mellitus pueden afectar muchos
organos y son responsables de gran parte de la morbilidad y mortalidad que

acompana a este trastorno. Las complicaciones crénicas pueden dividirse en

10



MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

vasculares y no vasculares. Las complicaciones vasculares se dividen en
microvasculares, cuando se afectan los pequefios vasos (retinopatia, neuropatia,
y nefropatia) y macrovasculares, cuando estan involucrados capilares, vénulas y
arterias (Cardiopatia isquémica, enfermedad vascular periférica y enfermedad
cerebro vascular). Las complicaciones no vasculares comprenden problemas
como disfuncién sexual y afecciones de la piel (Powers-Alvin, 2006). El riesgo de
las complicaciones cronicas aumenta con la duracion de la hiperglucemia;
suelen hacerse evidentes en el transcurso del segundo decenio de la
hiperglucemia, por ello las primeras complicaciones cronicas de la DM son el
resultado de las reacciones quimicas y de la activacion o alteracion del
metabolismo causado por el exceso de glucosa (Diaz et al.,, 2004). Estas
complicaciones se pueden provocar mediante cinco mecanismos principales,
acumulacién y accién de los productos de glicacion avanzada, incremento de la
actividad del sorbitol, aumento en la via de las hexosaminas, activacion de
diversas isoformas de la proteina cinasa C y aumento del estrés oxidativo (Diaz et
al., 2004; Browniee, 2001). La hiperglucemia crénica se asocia con dafo a largo
plazo, disfuncién y fallo de diversos organos, especialmente los ojos, rifiones,
nervios, corazon, pancreas, vasos sanguineos, el cerebro y el sistema gustativo
(ADA, 2010).

El cerebro es también un 6rgano afectado por las complicaciones crénicas
causadas por la diabetes, originando dafo cerebral. La Diabetes produce
adaptaciones fisiologicas de la barrera hemato-encefalica (BHE), cambios en el
transporte de glucosa, el flujo sanguineo cerebral y el metabolismo, que puede
producir una encefalopatia crénica (McCall, 1992). Un mecanismo de deterioro
cognitivo se ha relacionado con la obesidad y DM2 (De la Monte, 2009). La
hiperglucemia se ha descrito como un factor importante para los dafios
del SNC disminuyendo la actividad monoaminérgicos como resultado de la
degeneracion neuronal en las diferentes regiones del cerebro (McCall, 2002).
Cambios en la concentracion del neurotransmisor y en la unién al receptor han

sido descritos en algunas areas del cerebro de la rata, en particular en la diabetes
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inducida por estreptozotocina se disminuye la concentracion de serotonina en la

corteza y el tallo cerebral de la rata (Sandrini et al., 1997; Manjarréz et al., 2006).

La diabetes mellitus también afecta la percepcion gustativa, el cambio
sensorial mas constante incluye alteraciones en el umbral de percepcidon del sabor
de la glucosa en los pacientes diabéticos no insulinodependientes, en la que se
ha observado que la hipogeusia aumenta conforme la neuropatia avanza (Mattes,
2002). La neuropatia de origen diabético es un cuadro heterogéneo que incluye
muy diversas disfunciones y cuya aparicion podria atribuirse a la propia diabetes
mellitus o a los factores vinculados con ella (Vinik et al., 2003), por lo cual se cree

que el sistema gustativo presenta altaracion en la percepcion de los sabores.

En pacientes con diabetes mellitus se ha documentado la pérdida del
gusto (ageusia) o disminucién (disgeusia), y de hecho, la neuropatia periférica se
asocia con trastornos del gusto (Le Floch et al., 1989). 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 a la atrofia de las papilas gustativas
(Le Floch et al., 1992). En la Diabetes Inducida por estreptozotocina, también se
reduce el numero de corpusculos gustativos en la papila caliciformes de la rata
(Pai et al., 2006).

VI.2. SISTEMA GUSTATIVO

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

sistema gustativo permite percibir los estimulos gustativos para discriminar los
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alimentos, seleccionar una dieta nutritiva, con el fin de mantener el equilibrio de
energia. Para la mayoria de mamiferos, la decisiéon de ingerir un determinado
alimentos depende no sélo de su sabor, sino también de su apariencia,
familiaridad, olor, textura, la temperatura y sobre todo, sus efectos después de ser
ingeridos, por ejemplo la capacidad de reducir el hambre. Variaciones en las
preferencias gustativas se pueden deber a diferencias genéticas en los receptores
gustativos y pueden tener importantes consecuencias en la seleccion de
alimentos, nutricion y salud (Chaudhari and Roper, 2010). El sabor se refiere a la
amplia variedad de percepciones que se experimentan al comer, percepcion de los
olores y los estimulos gustativos (salado, amargo, dulce, acido y umami)
producida durante la masticacion, ademas de las sensaciones producidas por la
textura, la temperatura y la astringencia (picante) de los alimentos (Marks and
Wheeler, 1998; Simon et al., 2006).

VI.2.1. MODALIDADES GUSTATIVAS

Los estimulos gustativos han sido clasificados en modalidades gustativas
tales como dulce, salado, acido, amargo y umami. El salado se dedica a la
deteccion de minerales para mantener la homeostasis de iones y el agua. El
umami detecta los aminoacidos tales como el glutamato monosoédico, que es una
agradable sensacion gustativa que detecta las proteinas contenidas en los
alimentos. Las modalidades gustativas dulces, saladas y umami tienen
generalmente un papel apetitivo en la ingesta de los alimentos. En contrasté el
amargo y acido principalmente median sefales de aversion. El acido sirve para
detectar la madurez de frutas y la comida en estado de descomposicion. El
amargo es importante para detectar compuestos toxicos tales como alcaloides de
plantas. El dulce es esencial para la percepcién de carbohidratos los cuales son
una fuente importante de calorias. Para elucidar estas sensaciones, los

compuestos quimicos de los alimentos son primero detectados por los receptores
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gustativos en la cavidad oral (Yoshida et al., 2006). A nivel molecular, la deteccion
y traduccion de los sabores es efectuada por receptores localizados en la
superficie de las microvellosidades de la membrana apical de las células
gustativas. En funcion de la naturaleza del sabor, el receptor activado pertenecera,
ya sea, a la familia de receptores de tipo canal, en los cuales el sitio de unién para
el ligando y un canal iénico forman parte de un mismo complejo macromolecular, o
bien al tipo de receptores acoplados a proteinas G (GPCR). En el ultimo caso, la
estimulacion del receptor activa una proteina que tiene la particularidad de fijar el
GTP (Guanosin trifosfato), de alli su nombre de proteina G. Esta proteina esta
constituida de tres subunidades (a, B y y) capaces de activar diversos sistemas de
sefalizacion intracelulares. La deteccion y traduccion de los sabores salados vy
acidos es efectuada por receptores de tipo canal mientras que los GPCR
intervienen en la deteccion de los sabores dulce, amargo y umami. Las moléculas
gustativas de tipo dulce y umami son detectados por los receptores de la familia
T1R en combinaciéon distinta, que consiste de los T1R1, T1R2 y T1R3. Las
modalidad gustativa dulce es detectada por el heterodimero T1R2/T1R3, mientras
que el umami es detectado por T1R1/T1R3. En contraste el sabor amargo es
detectado por otra familia de receptores T2R, la cual consiste de

aproximadamente 30 miembros en mamiferos (Ishimaru and Matsunami, 2009).

VI.2.2. NEUROANATOMIA DEL SISTEMA GUSTATIVO

El sistema gustativo esta integrado por células gustativas, estas células a su
vez se agrupan para formar los corpusculos gustativos, los cuales estan formando
las papilas gustativas que se localizan en la lengua, el paladar blando, la faringe,
la epiglotis, la laringe y el tercio superior del eso6fago, asi como por componentes
del sistema nervioso central y periférico que transmiten y decodifican los impulsos
eléctricos que se generan en las células gustativas. Estas células gustativas son

inervadas por los nervios cranianos VIl (facial), IX (glosofaringeo) y X (vago) que
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permiten transportar la informacion gustativa a la corteza gustativa, pasando por el
nucleo del tracto solitario, a nivel del tallo cerebral y nucleo ventral posterior del
talamo (Fig.1). Las celulas gustativas que se localizan sobre el paladar y parte
anterior de la lengua son inervadas por la cuerda del timpano y el nervio facial
respectivamente. Estos nervios transmiten informacién sobre la identidad vy
naturaleza quimica de los estimulos gustativos. En la epiglotis, el eséfago y la
parte posterior de la lengua, las células gustativas estan inervadas por las ramas
de los nervios; glosofaringeo y vago. Estos nervios participan en la ingestion o

rechazo de los estimulos gustativos (Simon et al., 2006).

Nucleo
ventromedial
posterior del

talamo

Nucleo

ventromedial Axones del
posterior del . Nicleo del tracto
talamo solitario

FIGURA 1 Organizaciéon neuroanatomica del sistema gustativo en mamiferos.
Redes neuronales implicadas en la deteccion e integracion de las sefiales gustativas a nivel del epitelio
lingual. Modificacada de: http://www.rci.rutgers.edu/~uzwiak/AnatPhys/ChemicalSomatic Senses.htm).
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VI.2.3. PAPILAS GUSTATIVAS

Las papilas gustativas (del latin papilla = eminencia), son grupos de células
conectadas con fibras nerviosas, se dividen en tres clases diferentes en funcion de
su morfologia: fungiforme, caliciforme y foliada (Fig. 2), cada una de ellas esta
constituida de un numero variable de corpusculos gustativos. Las papilas
fungiformes (forma de hongo) se localizan sobre los dos tercios anteriores de la
lengua y en el paladar, cada papila fungiforme contiene de 1 a 5 corpusculos
gustativos. Las papilas caliciformes o circunvaladas (forma de botén) se
encuentran en el tercio posterior de la lengua formando una linea en V, cada una
de ellas rodeada de un surco, el numero de este tipo de papilas es de 8-12 en
humanos y solo una en el caso de roedores; cada papila contienen de 100 a 250
corpusculos gustativos; aun siendo un numero reducido, estas constituyen el 40%
del total de corpusculos gustativos. Las papilas foliadas (forma de crestas)
aparecen como 2 a 9 pliegues en los lados de la tercera parte posterior de la
lengua, estas papilas contienen el 30% de los corpusculos gustativos presentes en

la lengua.

Caliciforme

Corpusculo
gustative | | "

Fungiformes

FIGURA 2 Papilas Gustativas
Existen tres tipos diferentes de papilas gustativas, las cuales tienen una
localizacion especifica en la lengua. (Modificado de: Chandrashekar et al., 2006).
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VI.2.4. CORPUSCULOS GUSTATIVOS

Los corpusculos gustativos (Fig. 3) son érganos sensoriales que traducen
los estimulos quimicos en sefales que son transmitidas al sistema nervioso
central (SNC) via fibras aferentes gustativas primarias (Huang et al., 2009). Los
corpusculos  gustativos constituyen una poblacion  heterogénea de
aproximadamente 50 a 150 células gustativas que exhiben propiedades tanto
neuronales como epiteliales. Al igual que las neuronas, las células gustativas
contienen neurotransmisores y forman sinapsis con las fibras nerviosas, sin
embargo, el tiempo de vida de las células gustativas es muy breve y su
regeneracion es continua aproximadamente en 10 dias. Estas células, contenidas
en cada corpusculo gustativo extienden sus microvellosidades hacia la cavidad
bucal donde interaccionan con las moléculas sapidas presentes en los alimentos y
hacia la base del corpusculo gustativo en donde establecen contacto sinaptico
con las fibras que las inervan (Buck, 2000; Lindemann, 2001; Yee et al., 2001). En
el interior de cada corpusculo gustativo (Fig.3) se distinguen cuatro tipos
morfolégicamente diferentes de células gustativas: las células basales (tipo 1V),
obscuras (tipo 1), claras (tipo Il) e intermedias (tipo IllI) (Suzuki, 2007). Las células
basales son pequefias y redondas se encuentran en la base del corpusculo
gustativo; parecen ser las células precursoras de las que derivan los otros tres
tipos celulares. Las células de tipo I, Il y lll estan involucradas en la percepcion
gustativa, y se caracterizan por su forma bipolar, extendiéndose desde la apertura
epitelial del corpusculo gustativo hasta su base, cada corpusculo gustativo tiene
una pequefa apertura en la superficie del epitelio llamada poro gustativo (Fig. 3).
Las células gustativas de tipo | poseen propiedades similares a las células gliales
(Bigiani, 2001), esto es, servir de sostén al corpusculo gustativo y regular las
concentraciones extracelulares de iones al interior del corpusculo. Las células de
tipo Il o ahora denominadas células receptor debido a que expresan los receptores
para la deteccion y transduccion de los estimulos gustativos; dulce, amargo y

umami, sin embargo, ellas no forman sinapsis (Defazio et al., 2006). Finalmente,
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las células de tipo Il (Fig. 3) también denominadas presinapticas, ya que
establecen contacto sinaptico con las fibras sensoriales, expresan enzimas de
sintesis para neurotransmisores aminérgicos (Yee et al., 2001; DeFazio et al.,
2006; Dvoryanchikov et al., 2007).

Poro gustativo

FIGURA 3 CorpuUsculo gustativo
El corpusculo gustativo contiene de 50 a 150 células gustativas, que se extienden desde la base
del corpusculo al poro gustativo. En cada corpusculo existen cuatro tipos de células (I, 11, lll y IV).
(Modificado de: Chandrashekar et al., 2006).

VI.2.5. COMUNICACION CELULAR EN EL CORPUSCULO GUSTATIVO

Las células presinapticas, reciben la informacion proveniente de las células
de tipo Il para transmitila a la corteza gustativa via la liberacion de
neurotransmisores (Fig. 4), varios han sido los neurotransmisores propuestos para
la sinapsis en los corpusculos gustativos, incluyendo la serotonina (5-HT),
norepinefrina (NE), glutamato, acetilcolina, trifosfato de adenosina (ATP) (Nagai et
al., 1998; Ogura, 2002; Kaya et al., 2004; Huang et al., 2005a, 2005b, 2007,2009;
Finger et al., 2005; Romanov et al.,, 2007; Vandenbeuch et al., 2010). Sin
embargo, sélo 5-HT, NE y ATP han sido inequivocamente identificados vy

demostrado ser liberados en los corpusculos gustativos (Finger et al., 2005; Huang
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et al., 2005a, 2005b, 2007, 2008, 2009; Romanov et al., 2007). Cuando las células
receptoras son estimuladas por las moléculas gustativas, estas células liberan
ATP (Huang et al., 2007; Romanov et al., 2007), mientras que células
presinapticas liberan serotonina y noradrenalina (Huang et al., 2005a, 2005b;
Huang et al., 2007; Huang et al., 2008, (Fig. 4). Después de la transduccion del
estimulo gustativo (dulce, amargo, umami), las células de tipo Il liberan ATP. El
ATP directamente podria activar las fibras aferentes gustativas que se sabe
expresan purinoreceptores ionotropicos, pero también activa los receptores
purinérgicos P2Y4 en las células presinapticas. Esto resulta en la liberacion de
Ca?* desde los depdsitos intracelulares en las células presinapticas y la posterior
liberacion de 5-HT en las células presinapticas. La 5-HT Cuando se libera de las
células presinapticas se puede unir a las fibras aferentes gustativas primarias que
se sabe expresan el receptor 5-HT; (Kaya et al., 2004) y ejerce una regulacién de
tipo paracrino negativo sobre las células receptoras via la activacion del receptor
5-HT1a (Heath et al. 2006; Huang et al., 2009).

FIGURA 4 Comunicacién célula-célula en el corplsculo gustativo.
Las células receptoras (Tipo Il) secretan ATP en respuesta al estimulo gustativo. El ATP actua
sobre las fibras aferentes, asi como en las células presinapticas (Tipo Ill), via la activacion de los
receptores purinérgicos P2Y4, provocando en las células de tipo lll la liberacién de 5-HT. La 5-HT
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se une a los receptores 5-HTq5 para ejercer una regulacién de tipo paracrino negativo (Modificado
de: Huang et al., 2009).

VI.3. SISTEMA SEROTONINERGICO

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es de las aminas biogénicas mas
antiguas evolutivamente que actuan como neurotransmisores en el SNC. En 1946
fue aislada de mamiferos como una sustancia en el suero con acciones tonicas
sobre el sistema vascular, lo que explica su nombre. Siete aflos mas tarde también
se descubrio en el cerebro y posteriormente se caracterizo como neurotransmisor.
La serotonina se localiza y sintetiza en las células enterocromafines del tracto
gastrointestinal y en las neuronas serotoninérgicas del sistema nervioso central
(Mohammad-Zadeh et al., 2008; Filip and Bader, 2009; Polter and Li, 2010). Las
neuronas serotoninérgicas estan localizadas en el cerebro medio, en los
denominados nucleos del Rafé. Estos nucleos, a pesar de que contienen un
reducido numero de cuerpos neuronales (250,000 neuronas serotoninérgicas en el
nucleo dorsal del Rafé de la rata) consiguen una amplia inervacién del encéfalo
gracias al extraordinario nivel de arborizaciéon de sus axones (Oleskevich and
Descarries, 1990). Las Proyecciones ascendentes de estas neuronas llegan a todo
el cerebro para liberar serotonina de manera paracrina, permitiendo que la
serotonina liberada de una terminal pueda activar los receptores de una serie de
células postsinapticas que modulan una gran variedad de actividades neuronales
(Mohammad-Zadeh, et al., 2008; Filip and Bader, 2009; Polter and Li, 2010).

Para la sintesis de 5-HT (Fig.5) el primero y paso limitante es la
hidroxilacion del L-triptéfano a L-5-hidroxitriptéfano (L-5-HTP) catalizada por la
triptofano hidroxilasa (TPH), entonces la enzima descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos (DLAA) convierte al L-5-HTP en la 5-HT (Mohammad-Zadeh et al.,
2008).
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TPH

>

TRIPTOFANO HIDROXILASA

L-Triptofano S-Hidroxitriptafano

Hi .\-H: /
DESCARBOXILASA DE

AMINOACIDOS AROMATICOS

S-HIDROXITRIPTAMINA

FIGURA 5 Sintesis de serotonina.

La sintesis de la serotonina comienza con el aminoacido esencial triptéfano, la enzima
triptéfano hidroxilasa afiade un grupo hidroxido al anillo de benceno del triptéfano, formando asi la
molécula de 5-hidroxitriptéfano, otra enzima, la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos, elimina
el carboxilo del 5-hidroxitriptéfano, por consiguiente se forma la serotonina. (Modificada de
Mohammad-Zadeh et al., 2008).

La 5-HT es un neurotransmisor implicado en multiples funciones vitales del
organismo. A nivel central, la 5-HT participa en el control de las secreciones
neuroendocrinas, en la termorregulacion, regulacion hormonal, en la conducta
sexual, en el estado de animo, en la ingesta alimenticia, cambios en este
neurotransmisor y la senalizacion alterada del receptor estan implicados en
estados patoldgicos tales como trastornos del estado de animo, trastornos de
ansiedad, psicosis, trastornos de la ingesta alimenticia (De Matos et al., 2011). A

nivel periférico, la serotonina regula la funcidon cardiovascular, la motilidad
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intestinal y la agregacion plaquetaria durante la coagulacion (Mohammad-Zadeh et
al., 2008; Filip and Bader, 2009; Polter and Li, 2010).

VI.3.1. RECEPTORES SEROTONINERGICOS

La serotonina como un neurotransmisor actua a través de receptores de
membrana en el SNC y el sistema nervioso periférico (SNP), asi como en los
tejidos no neuronales, por ejemplo, sistema gastrointestinal, endocrino,
cardiovascular y el sistema gustativo, por nombrar algunos (Hannon and Hoyer,
2008). Los receptores serotoninérgicos han sido agrupados en siete familias (5-
HT4-5-HT7) y al menos 15 diferentes subtipos en funcidn de su principal
mecanismo de sefalizacién (Tabla 1). La mayoria de estos receptores pertenecen
a la familia de los receptores metabotropicos (sefiales a través de proteinas G), a
excepcion de los receptores 5-HT; incluidos en la familia de receptores
ionotropicos (canales iénicos), (Filip and Bader, 2009; Van Den Berg et al., 2003).
La diversidad en los receptores de serotonina se deriva de las modificaciones
transcripcionales, edicién del acido ribonucléico mensajero (ARNm) y splicing
alternativo (Polter and Li, 2010).

Tabla 1 Familias y subtipos de receptores serotoninérgicos.
Esta tabla Resume las diferentes familias y subtipos de receptores de 5-HT en base a su
mecanismo de sefializacion (Modificado de Filip and Bader, 2009).

FAMILIA SUBTIPO MECANISMO  DE| SITIOS DE EXPRESION EN EL SNC.
TRANSDUCCION
DE SENALES
5-HT; 5-HTa GipAC i Nucleos de Rafé, Hipocampo,Corteza,
Sistema Gustativo
5-HT3p GioAC i Sustancia Nigra, Globo palido y
Ganglios basales,
5-HT1p GipAC i Ganglios basales, hipocampo, corteza.
5-HT e GipAC i Corteza Cerebral, Putamen
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5-HT ¢ GipAC i Corteza Cerebral, Hipocampo
5-HT, 5-HT,a Gg11PLC s Plaguetas, Musculo Liso y Corteza
Cerebral
5-HT.s Gg11PLC s Cerebelo, hipotalamo, Estémago
(fondo)
5-HT,c Gg11PLC s Plexos Coroides, Corteza, Hipocampo y
Sustancia Negra
5-HT; 5-HT3a Canal i6nico Area Postrema, Nervios sensitivos y
entéricos, Tallo cerebral.
5-HT3p Canal i6nico Area Postrema, Nervios sensitivos y
entéricos
5-HT,4 5-HT,4 G; AC s Ganglios basales, corteza, hipocampo
5-HTg 5-HTsa GioAC i Corteza cerebral, Hipocampo,
Hipotalamo
5-HTsg ? Nucleos del Rafé, hipocampo (en
roedores)
5-HTe¢ 5-HTsg G; AC s Hipocampo, corteza
5-HT, 5-HT, Gs; AC s Corteza, Talamo, hipocampo

VI1.3.2. RECEPTOR 5-HT;

La familia del receptor 5-HT4 comprende el 5-HT s, 5-HT4g, 5 HT1p, 5 HT4g ¥
los receptores 5-HT¢ que exhiben 40-63% de identidad de secuencia en general,
son receptores preferentemente acoplados a proteinas G (Gj,) para inhibir la
adenilato ciclasa, dando lugar a la disminucion de la formacion de monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc) vy la actividad de proteina quinasa A (PKA) (Fig. 6)
(Filip and Bader, 2009; Polter and Li, 2010; Adayev et al., 2005). Los receptores
5-HT,a estan acoplados a proteinas G (Gi/o). El gen del receptor 5-HT 5 ha sido
localizado en el cromosoma humano 5q11.1-q13 y consta de 421 aminoacidos en
humanos, 422 aminoacidos en ratén o en rata (Hannon and Hoyer, 2008). Se
encuentra ampliamente distribuido en el SNC, los receptores 5-HTs estan
involucrados en varias funciones fisioldgicas, conductuales, cognitivas y en el

desarrollo. Entre otros, la estimulacion de los receptores 5-HT;, facilita la
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liberacién en el cerebro de acetilcolina (ACh) y NE, asi como la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y los
niveles de cortisol en la sangre. Por otra parte, la activacion de estos receptores
provoca la reduccion de 5-HT y los niveles de glutamato del cerebro, asi como, la
disminucién de la secrecion de la hormona del crecimiento (Finkn and Gothert,
2007; Jergensen, 2007).

adenilato

+“

ciclase canal de K

extracelular

intracelular

A > é AMPe proteina cinase A

FIGURA 6 Viade Sefalizacion del receptor 5-HT .
La 5-HT se une a los receptores 5-HT44, donde la subunidad de la proteina Gi se une a la adenilato
ciclasa para inhibirla. Este mecanismo impide la conversiéon de ATP a cAMP y la sefalizacion de
segundos mensajeros, en el caso de la proteina quinasa A y por lo tanto mantiene abiertos canales
de K hiperpolariza la membrana celular. Modificado de Albert et al., 2011

VI1.3.3. RECEPTOR 5-HT,

Hasta ahora se han identificado 3 subtipos de receptores 5-HT2: 5-HT2p, 5-
HTs y 5-HT,c. Exhiben 46 a 50% de identidad de secuencia general y estan

acoplados a una proteina G ( Gqg/11). Esta establecido que su activacion produce
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un aumento en la hidrélisis de fosfoinositol que estimula la acumulacion de inositol
1,4,5-trifosfato y la liberacion de Ca®' intracelular a través de la fosfolipasa C
(Hannon and Hoyer, 2008). Los receptores 5-HT, median muchas de las funciones
fisiologicas de la 5-HT a nivel central y periférico. Los efectos cardiovasculares
incluyen la contraccion de los vasos sanguineos y en el sistema nervioso central,
estan implicados en trastornos obsesivo-compulsivos, suefio, aprendizaje,
memoria, ansiedad, falta de apetito, depresion, el dolor, la conducta sexual (Choi
and Maroteaux, 1996).

Los receptores 5-HT,an se encuentran ampliamente distribuidos en la
corteza, en algunas areas del sistema limbico, principalmente en el nucleo
olfatorio, y en zonas de los ganglios basales (Hannon and Hoyer, 2008). El
receptor 5-HT,g su localizacion en el SNC esta limitada a algunas regiones del
cerebro incluyendo el cerebelo, septum lateral, el hipotalamo y la amigdala. El gen
del receptor 5-HT,g se encuentra en el cromosoma 2936.3-2937.1 y consta de 481
aminoacidos en los seres humanos, 504 aminoacidos en ratones y 479
aminoacidos en rata. La estimulacion de los receptores 5-HToz del cerebro de
roedores se ha reportado que evocan los cambios en el comportamiento motor, la
conducta emocional (ansiolisis), la ingesta de alimentos (hiperfagia) y la

percepcion del dolor (Hoyer et al., 2002; Leysen, 2004 ).

VI.3.4. RECEPTOR 5-HT3

Los receptores 5-HT3 son de tipo canal ionico activado por ligando que
pertenecen a la superfamilia Cys-Loop. La activacion de los receptores 5-HT3 en el
sistema nervioso central y periférico evoca la excitacion neuronal y la liberacion de
neurotransmisores. En comun con todos los miembros de la familia Cys-loop, los
receptores 5-HT3 se ensamblan como un pentamero de subunidades (Barnes et
al., 2009). Se han descrito dos subunidades, la 5-HT34 y la 5-HT3g, aunque en

SNC solo se ha detectado la subunidad A. La activacion de este receptor produce
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una rapida despolarizacion debido a la apertura de canales de cationes

permeables a Na*y K.

VI.3.5. RELACION SEROTONINA-SISTEMA GUSTATIVO

El sentido del gusto desempefia una funcion importante en el consumo de
alimentos y en la prevencion de intoxicaciones. Los principales determinantes del
umbral del sabor son genéticos, y los umbrales del sentido del gusto no varian
considerablemente de un dia para otro. Recientes observaciones de la modulacion
ambiental o de la plasticidad del sistema gustativo humano, son por lo tanto
sorprendentes porque se pensaba que esto no ocurria (Kobayashi and Kennedy,
2002; Kobayashi et al., 2006). Por el contrario, en patologias, los umbrales de
sabor son frecuentemente alterados, aunque estas alteraciones del sistema
gustativo no suelen ser investigados (Miller and Naylor, 1989). Alteraciones del
gusto han sido reportadas en la depresion y la ansiedad, pero ha habido poca
investigacion del déficit quimiosensorial, o que parece sorprendente, dado el
impacto potencial sobre la calidad de vida (Miller and Naylor, 1989). El estrés
inducido en personas normales aumenta la sensibilidad al sabor amargo de la
sacarina (Dess and Edelheit, 1998). La depresion es una consecuencia de la
disminucién en la concentracion de las monoaminas en la circulacién y por lo tanto
la neurotransmisiéon de NE, dopamina y 5-HT, y/o una reduccién de la sensibilidad
de sus receptores (Hirschfeld, 2000). Muchos antidepresivos modulan la funcion
de las monoaminas y su uso esta asociado con disgeusia (Schiffman et al., 2000).
Esta modulacién de la funciéon de la monoamina puede tener un impacto en la
percepcion del gusto y esto puede ser la base para la alteracion del gusto, en los
trastornos afectivos. La evidencia mas fuerte para una participacién de 5-HT en la
senalizacion gustativa se encuentra a nivel de la papila gustativa: las células

gustativas de tipo lll de muchas especies expresan 5-HT, las enzimas que la
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sintetizan, sus receptores, y se libera en respuesta a la estimulaciéon de las
moléculas gustativas (Nagai et al., 1998; Nada and Hirata, 1975; Kim and Roper,
1995; Clapp et al., 2004; DeFazio et al., 2006; Delay et al., 1997; Huang et al.,
2005a,2005b). La 5-HT modula la respuesta en las neuronas gustativas primaria,
posiblemente a través de los receptores 5-HT3; (Zhong et al., 1999; Wang et al.,
2002; Herness and Chen., 1997; Herness and Chen., 2000; Herness et al., 2002).

VII. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es un problema grave de salud a nivel nacional e
internacional, ya que es una de las principales causas de morbilidad debido a la
hiperglucemia cronica que desencadena complicaciones. Actualmente la diabetes
mellitus es la primera causa de muerte en México. En pacientes con diabetes
mellitus se ha documentado que existe una disminucion de la percepcion de las
modalidades gustativas, lo cual puede tener un importante y negativo impacto en
la salud general y en la calidad de vida. Estos cambios en la percepcion gustativa
pueden estas relacionadas con alteraciones en la expresion de los receptores
serotoninérgicos a nivel del sistema nervioso central y a nivel del sistema gustativo
periférico, especificamente en la papila caliciforme donde se ha reportado la

expresion de los mismos, lo cual no se conoce por lo cual planteamos lo siguiente:
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VIII. HIPOTESIS

En la diabetes mellitus disminuye la expresion del ARNm de los receptores

5-HT4a, 5-HT25 y 5-HT3 en cerebro y en la papila caliciforme de rata.

IX. OBJETIVO GENERAL

Determinar si en la diabetes mellitus experimental disminuye la expresion de los
receptores 5-HT+a, 5-HT25 y 5-HT3 en el cerebro y en la papila caliciforme de la
rata.

X. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Implementar un modelo de diabetes mellitus experimental en ratas.

e Determinar la expresion de los receptores 5-HT1a 5-HT2z y 5-HT3 en la

papila caliciforme vy tejido cerebral de ratas con DME.

28



MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

XI. MATERIALES Y METODOS

XI.1. ANIMALES

Para nuestro estudio se utilizarén ratas macho adultas de la Cepa Wistar
de 8 semanas de edad con un peso de 200-300g. Los animales fueron mantenidos
en condiciones ambientales estandar: ciclos de luz—oscuridad de 12 h cada uno
(luz de 07:00-19:00 h), humedad relativa de 80% y temperatura de 20- 24°C, con

alimentacién y agua ad libitum.

XI.2. INDUCCION DE DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL

Para la induccion de la DME se inyectd al grupo experimental
estreptozotocina (STZ) en dosis unica 55 mg/Kg de peso via intraperitoneal (i.p.),
disuelta en solucion salina estéril, a otro grupo de ratas se les administrd
simultaneamente un volumen equivalente del vehiculo constituyendo el grupo
control. La concentracion de glucosa en sangre fue medida antes, a las 48 h
posteriores al tratamiento con STZ, asi como antes del sacrificio de los animales
se les realizé la determinacion de la glucosa sanguinea con un glucémetro (One
Touch Ultra). También se determind el peso corporal de las ratas cada semana

hasta el sacrificio.

X1.3. OBTENCION DE TEJIDOS

A la primera, cuarta y octava semana de induccion de la DME, se

sacrificaron a los animales mediante fractura cervical tanto del grupo control como
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del grupo DME, realizando una incision media toracico exponiendo el corazon
para la perfusion en el ventriculo izquierdo con solucién salina isoténica fria al
0.9%, para remover la sangre de los tejidos. Las ratas se decapitaron y de
inmediato se les extrajo la lengua, para obtener por micro-diseccion la papila
caliciforme, debido al tamafio de la papila caliciforme, se recolectaron 3 papilas
caliciforme para la extraccién del ARN total y se extrajo el cerebro para disecar el
tallo cerebral, el cerebelo y la corteza cerebral de cada tejido cerebral se pasaron

100 ug gramos de tejido y se homogenizaron en TRIZOL® (Invitrogen),.

X1.4. OBTENCION DE ARN TOTAL

La papila caliciforme, el tallo cerebral, el cerebelo y la corteza cerebral se
introdujeron en tubos Eppendorf libre de RNasas y DNasas que contenia 1 ml de
TRIZOL® (Invitrogen), posteriormente se homogeneizaron con ayuda de un mini
polytron, se dejo reposar por 5 minutos a temperatura ambiente (TA). El
homogeneizado se agité por 15 segundos y se agrego de 200 yL de cloroformo
por cada mililitro de TRIZOL® usado para homogeneizar, la mezcla se dejd
reposar a TA por 15 minutos y centrifugada a 12, 000 g durante 15 minutos a 4°C,
el ARN fue recuperado de la fase acuosa. La fase acuosa recuperada en un tubo
nuevo fue tratada con isopropanol (500 pL/mL de TRIZOL®), después de la
incubacion por 10 minutos a TA se centrifugé (12, 000 g) por 10 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 dejé secar por 10 minutos a TA. Finalmente el ARN

fue resuspendido en 20 uL de agua libre de RNasas.

El ARN obtenido se traté con 1 unidad (U) de DNasa | (Sigma) en un medio
de reaccion (Sigma) durante 15 minutos a TA. EI ARN se guardé a -80°C para

evitar la degradacion.
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X1.4.1. CUANTIFICACION DE ARN TOTAL

Una vez obtenido el ARN total de cada tejido se procedidé a cuantificar el
ARN, tomando una dilucion 1:100 para cada una de las muestras de los diferentes
tejidos en cada tiempo de DME. La cuantificacion de ARN total se realizé midiendo
la densidad o6ptica (OD) a 260 nm. Un valor de ODg igual a 1 corresponde a 40
pMg/mL de ARN total. Para calcular la pureza se midié también el valor de OD a
280 nm. El cociente obtenido a partir de ODyg0/ OD2gg NoOs proporciona el valor de

pureza. Un valor de 1.7-1.9 es aceptable.

X1.4.2. REACCION DE TRANSCRIPCION REVERSA (RT)

Esta reaccion es utilizada para sintetizar ADN complementario (ADNc) a
partir de una matriz de ARN de interés. EI ADNc es utilizado para la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Las ADN polimerasas dependientes de ARN o
retrotranscriptasas son capaces de sintetizar ADNc partiendo de ARN. Esta
reaccion se lleva a cabo a partir de de una matriz de ARN, con cebadores (oligo-
dT o random primers) y dNTP’s en un medio de reaccién favorable para la enzima.
Para ello se utilizaron 5 pg de ARN total para la sintesis de ADNc usando la
enzima transcriptasa reversa (Invitrogen). La reaccion fue conducida en un
volumen total de 20 pL siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada
reaccion se corrid un control en el cual la enzima transcriptasa reversa fue
sustituida por agua, dicho control fue identificado como RT negativo. En la Tabla 2

se muestran las condiciones de reaccion.
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Tabla 2 Condiciones de reacciéon para la RT

COMPONENTE CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO

RNA total cbp 5ug Cbp 5ug

Oligode T [1mM ] 1l Tl

H20 cbp 13 Cbp 14

dNTP’s [5mM ] 2ul 2 ul
Calentar a 65°C por 5 Calentar a 65°C por 5
minutos minutos

Buffer 5x 4ul 4ul

DTT 2ul 2ul

RT 1ul _

Calentar a 37°C por 50
minutos y 10 minutos a
70°C

Calentar a 37°C por 50
minutos y 10 minutos a
70°C

Volumen final

20 pl

20 pl

X1.4.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para determinar la expresion de los receptores 5-HT s, 5-HT25 y 5-HT3 se

utilizaron como matriz para la PCR 2 pL de producto de la reaccion de la

transcripcion reversa usando DNA Polimerasa (Genecraft). La amplificacion se
realizé en una mezcla para PCR constituida por 2.0 yL de buffer 10xPCR, 1.6 pyL
de MgCl, 25mM, 0.8 pL de 5mM dNTPs, 0.8 uL de solucion de primers 5uM, 2.5
U de Taq DNA polimerasa y 2 yL de muestra de DNA para un volumen final de 20
ML. La reaccion se llevdo a cabo en un volumen total de 20 pyL siguiendo las
recomendaciones del fabricante TABLA 2. Reacciones conducidas en productos
de RT donde se omitié la transcriptasa reversa se utilizaron como control en el
analisis de expresion. Las condiciones reaccion de PCR para los receptores

serotoninérgicos 5-HT1a, 5-HT2s y 5-HT3 se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3 Condiciones de reaccion para PCR

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
DESNATURALIZACION 95°C 5 minutos 1
DESNATURALIZACION 95°C, 45 segundos

Alineamiento:
B-actina 59°C 45 segundos
5-HT2s 56°C 45 segundos 38
5-HT3 55°C 45 segundos
Extension 72°C 1 minuto
Inactivacion 72°C 7 minutos 1
DESNATURALIZACION 95°C 15 minutos 1
DESNATURALIZACION 94 °C, 1 minuto
Alineamiento:
5-HT+a 62°C 1 minuto 40
Extension 72°C 1 minuto
Inactivacion 72°C 10 minutos 1

X1.4.4. SELECCION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

En la Tabla 4 se presentan los oligonucledtidos utilizados para amplificar

fragmentos especificos de los receptores serotoninérgicos (5-HT1a, 5-HT2s y 5-

HT3). Los productos de PCR fueron resueltos por electroforesis en un gel de

agarosa.
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Tabla 4 Secuencias de los oligonucleotidos especificos para los receptores 5-HT1a 5-HT25 y 5-
HT.

Temperatura | Tamafio
Oligonucledtido Secuencia de de
alineamiento | producto
(p.b)
5-HT4a (sentido) | 5-AGC TTA GGA ACT TCG TCG 62°C 200
GCA-3’
5-HT1a 5-CAG AGG AAGGTGCTCTTT
(antisentido) GG-3
5-HT2p (sentido) 5-AGGGAAGACTCATCCTT -3’ 56°C 207
5-HT2s 5-GGCACCACATAAGCAG-3
(antisentido)
5-HT; (sentido) 5-CATCCTCATCAATGAGTT-3 55°C 200
5-HT; 5-TTGATGTCCCTGGATGGTA-3’
(antisentido)

X1.4.5. VALIDACION DEL CONTROL INTERNO

Para analizar cambios relativos en la expresion se elige como patrén un gen
de referencia (control interno) que no varie su expresion con las condiciones
experimentales. El gen de la B-actina fue elegido para nuestro estudio como el
control interno. Las condiciones de reaccion de PCR para el control interno (-
actina son las siguientes: un paso de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C y 38
ciclos de 45 segundos a 95 °C, 45 segundos a 59°C y 1 minuto a 72°C, un paso
final de inactivacion de la reaccién de 7 minutos a 70 °C. En la Tabla 5 se

muestran los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién del control interno.
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Tabla 5 Secuencias de los oligonucleotidos especificos para la amplificacion del gen de la -

actina.
Oligonucledtido Secuencia Temperatura | Tamafo de
de producto

alineamiento (p.b)

Actina (sentido) 5-CTC GTT GCC GAT GGT 59°C 199
GA-3

Actina 5-AGC GCT TCC GGT GTC

(antisentido) CA-3’

Los productos de PCR se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa (1.5%),

y se visualizaron con luz ultravioleta usando como intercalador bromuro de etidio.

X1.4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los resultados se utilizé el programa Graph Pad Prisma
4.0 con el cual se calcul6 el promedio y la desviacion estandar de los datos
experimentales y se empleo la “t” de student para determinar si existe diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos estudiados. Para el analisis de la

densitometria en los geles de agarosa se utilizé el programa “Image J”.
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Xll.  RESULTADOS

Xl1l.1. CONCENTRACION DE GLUCOSA EN SANGRE

La concentracién de glucosa en sangre fue medida antes de |la
administracién, a las 48 h posteriores a la administracion de la STZ, asi como
antes del sacrificio de los animales. En la Figura 7 se muestra la concentracion de
glucosa en sangre a las diferentes semanas después del tratamiento con STZ,
todas las ratas tratadas con STZ (grupo DME) presentaron hiperglucemia (glucosa
sanguinea de 327- 420 mg/ dl), mientras que el grupo que solo se le administro el

vehiculo (grupo control) se observa una glucemia de 92 mg /dl.
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FIGURA 7 Concentracion de glucosa en sangre.
La sangre fue tomada de la mediante una puncién en la punta de la cola de la rata a las diferentes
semanas después de la administracién de la STZ. X + D.E. de 18 ratas de cada grupo
***n<0.0001
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XIl.2. PESO CORPORAL.

En la Fig. 8 se muestra el peso corporal de los animales, donde se observa
que ambos grupos tienen un peso corporal de 280+20g antes de ser tratados con
STZ vy a la primera semana los animales que fueron administrados con STZ
disminuyen en su peso corporal un 27% con respecto al control, y esta pérdida de
peso es de un 38 y 40% en la cuarta y octava semana respectivamente, la pérdida

de peso es uno de los sintomas de la hiperglucemia.
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FIGURA 8 Peso corporal de las ratas.
El peso corporal fue medido antes de la administracion de la STZ, a la primera, cuarta y octava
semana después de la administracion de la STZ. X £+ D.E. de 18 ratas de cada grupo * p< 0.05,
**p< 0.001, *** p< 0.0001
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X11.3. VALIDACION PARA EL CONTROL INTERNO B-ACTINA.

En la Fig. 9 se muestran los productos de amplificacion de RT- PCR para el
gen de [B-actina en la papila caliciforme. En el carril 1 se muestra el marcador de
peso molecular, el carril 2 corresponde al control positivo para el gen de [B-actina
en la papila caliciforme de ratas control con un peso molecular de 200 pb, en el
carril 3 se observa el control negativo de la reaccion de RT para el gen de la B-
actina en la papila caliciforme de ratas control, en el carril 4 se muestra el control
positivo para el gen de [-actina en la papila caliciforme de ratas con DME, en el
carril 5 se observa el control negativo de la reaccion de RT para el gen de la -

actina en la papila caliciforme de ratas con DME.

B - ACTINA EN LA PAPILA CALICTFORME

MM Controt DME

100pb  + - + -

| 2 3 4 5

FIGURA 9. Productos de amplificacion del gen de B-actina en la papila caliciforme.
La figura corresponde a una electroforesis en un gel de agarosa (1.5%) que fue tefiido con bromuro
de etidio y foto documentado en luz UV. Expresion del control interno B-actina en papila

caliciforme, control y con DME durante la primera semana de DME.
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Enla Fig. 10 se muestran los productos de amplificacién de RT- PCR para
el gen de B-actina en los diferentes tejidos; papila caliciforme, corteza cerebral,
cerebelo, tallo cerebral tanto del grupo control como del grupo con DME a la

primera semana de la administracién de la STZ.

B-Actina

Papila Corteza Cerebelo Tallo
Caliciforme Cerebral

M.M Control DME Control DME Control DME Control DME
100pb + + + + + + + +

1000
9200

800
700
600

500
400

300

200

FIGURA 10. Productos de amplificaciéon del gen de B-actina en la papila caliciforme, corteza
cerebral, cerebelo y tallo cerebral.

La figura corresponde a una electroforesis en un gel de agarosa (1.5%) que fue tefiido con bromuro

de etidio y foto documentado con Iluz UV. Expresién del control interno B-actina en papila

caliciforme, corteza cerebral, cerebelo y tallo cerebral; de tejidos control y con DME durante la

primera semana de DME.
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Xll.4. VALIDACION DE OLIGONUCLEOTIDOS DEL RECEPTOR
5-HTia,

Para el analisis de la expresion del receptores serotoninérgico 5-HTqa, 5-
HT.s y 5-HT3 se realizaron los experimentos de PCR por triplicado y las
fotografias de los geles de las electroforesis se analizaron con el programa “Image
J” para determinar si existe diferencia en la densitometria de las muestras del

grupo con DME con respecto al grupo control.

En la Fig. 11 se muestra los productos de la reaccién de PCR para el gen
del receptor 5-HT 44, esta reaccidon de PCR se realizo a partir de los productos de
reaccion de la RT del ARNt que se obtuvo del tejido de expresion control que es la
corteza cerebral, tanto de animales control como de los animales con DME, una
vez que se determinaron las condiciones para la reaccion de PCR en la corteza
cerebral se realizo en nuestro tejido de investigacion que es la papila caliciforme
tanto de los animales controles, asi como de los animales con DME para realizar
una densitometria de los productos de PCR y determinar si existen cambios de la
expresion del ARNm en el grupo con DME, a la primera semana de la
administracién de la STZ. El peso molecular de los productos de amplificacion es
de 200 pb. En carril 1 se observa el marcador de peso molecular (M.M), en el carril
2 el producto de amplificacion para el receptor 5-HTa en la corteza cerebral del
grupo control, en el carril 3 el producto de amplificacion para el receptor 5-HT 4 en
la corteza cerebral del grupo con DME, en el carril 4 el producto de amplificacion
para el receptor 5-HT4s en la papila caliciforme del grupo control, carril 5 el
producto de amplificacion para el receptor 5-HT1a en la papila caliciforme del

grupo con DME.
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S-HT1A
MM CORTEZA CEREBRAL PAPILA CALICTFORME
10090 Control DME Control DME
+ + - -

3b0

200

160

FIGURA 11 Productos de amplificacion del receptor 5-HT;4 en corteza cerebral y papila
caliciforme.

La figura corresponde a una electroforesis en un gel de agarosa (1.5%) que fue tefido con bromuro
de etidio y foto documentado en Luz UV. Se observa los productos de amplificacion del receptor
5-HT4a en corteza cerebral, papila caliciforme del grupo control y con DME, durante la primera

semana.
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XI1.5. EXPRESION DEL RECEPTOR 5-HTis EN LA PAPILA
CALICIFORME.

En la Fig. 12 se muestra el analisis de la expresién relativa del receptor
serotoninérgico 5-HTa con respecto a un gen de referencia que es (-actina, tanto
en el grupo control como en el grupo con DME, el analisis se realizo a la primera
semana de la administracion de la STZ, donde se observa que no hay diferencia
significativa en el grupo con DME con respecto a su control sin embargo existe

una tendencia a disminuir el ARNm del grupo con DME.
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FIGURA 12 Expresion relativa del ARNm del receptor 5-HT,, con respecto a B-actinaen la
papila caliciforme.
Expresion relativa del receptor 5-HT4 con respecto a B-actina en la papila caliciforme del grupo

control y con DME a la primera semana de la administraciéon de la STZ. X £+ D.E. de tres

experimentos realizados por triplicado de cada grupo.
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XI1.6. EXPRESION DEL RECEPTOR 5-HT;4 EN LA CORTEZA

CEREBRAL.

En la Fig. 13 se muestra el analisis de la expresion relativa del receptor

serotoninérgico 5-HT+a en la corteza cerebral con respecto a un gen de referencia

que es B-actina, tanto en el grupo control como en el grupo con DME, el andlisis

se realizo a la primera, cuarta y octava semana de la administracion de la STZ,

donde se observa una disminucién estadisticamente significativa en el grupo con

DME con respecto a su control a partir de la primera semana y este se mantiene

hasta la octava semana.
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FIGURA 13 Expresién relativa del ARNm del receptor 5-HT;, en Corteza cerebral.

Los valores muestran X + D.E. de tres experimentos realizados por triplicado de cada grupo *

p< 0.05, **p< 0.001.
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XI1.7. VALIDACION DE OLIGONUCLEOTIDOS DEL RECEPTOR 5-
HTog

En la Fig. 14 se muestra los productos de la reaccion de PCR para el gen del
receptor 5-HT.g, esta reaccion de PCR se realizo a partir de los productos de
reaccion de la RT del ARN total que se obtuvo del tejido de expresion control que
es el cerebelo, tanto de animales control como de los animales con DME, una vez
que se determinaron las condiciones para la técnica de PCR en el cerebelo se
realizo en nuestro tejido de investigacion que es la papila caliciforme tanto de los
animales controles, asi como de los animales con DME para realizar una
densitometria de los productos de PCR y determinar si existen cambios de la
expresion del ARNm en el grupo con DME, a la primera semana y octava semana
de la administracién de la STZ. ElI peso molecular de los productos de
amplificacion es de 207 pb. En carril 1 se observa el marcador de peso molecular
(M.M), en el carril 2 el producto de amplificacion para el receptor 5-HT,s en el
cerebelo del grupo control, en el carril 3 el producto de amplificacion para el
receptor 5-HT,g en el cerebelo del grupo con DME, en el carril 4 el producto de
amplificacion para el receptor 5-HTo5 en la papila caliciforme del grupo control,
carril 5 el producto de amplificacion para el receptor 5-HT,g en la papila caliciforme

del grupo con DME.
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FIGURA 14 Productos de amplificacion del receptor 5-HT,g en cerebelo y papila caliciforme.
Electroforesis en un gel de agarosa (1.5%) que fue tefiido con bromuro de etidio y foto
documentado con luz UV. Expresion del receptor 5-HT,g en cerebelo, papila caliciforme de tejidos

control y con DME durante la primera semana de DME.
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X11.8. EXPRESION DEL RECEPTOR 5-HT,5 EN LA PAPILA
CALICIFORME.

En la Fig. 15 se muestra el analisis de la expresion relativa del receptor
serotoninérgico 5-HT,g con respecto a un gen de referencia que es (-actina, tanto
en el grupo control como en el grupo con DME, el analisis se realizo a la primera y
octava semana de la administraciéon de la STZ, donde se observa que no hay
diferencia significativa en el grupo con DME con respecto a su control sin embargo
existe una tendencia del ARNm del grupo con DME a incrementar su expresion,
sin embargo a la octava semana existe un incremento estadisticamente

significativo con respecto al control.
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FIGURA 15 Expresion relativa del ARNm del receptor 5-HT,5 en la papila caliciforme.
Expresion relativa del receptor 5-HT,z con respecto a 3-actina en la papila caliciforme del grupo
control y con DME a la primera semana de la administraciéon de la STZ. X + D.E. de tres

experimentos realizados por triplicado de cada grupo *** p< 0.0001.
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X11.9. EXPRESION DEL RECEPTOR 5-HT,s EN EL CEREBELO.

En la Fig. 16 se muestra el analisis de la expresion relativa del receptor
serotoninérgico 5-HT.g con respecto a un gen de referencia que es B-actina en
cerebelo, tanto en el grupo control como en el grupo con DME, el analisis se
realizo a la primera y octava semana de la administracion de la STZ, donde se
observa que existe una disminucion del ARNm que estadisticamente significativa
en el grupo con DME con respecto a su control a partir de la primera semana y se

mantiene hasta la octava semana.
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FIGURA 16 Expresion relativa del ARNm del receptor 5-HT,z en cerebelo.

Expresion relativa del receptor 5-HT,g con respecto a (3-actina en el cerebelo del grupo control y
con DME a la primera y octava semana de la administracién de la STZ. X + D.E. de tres

experimentos realizados por triplicado de cada grupo.
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X11.10. VALIDACION DE OLIGONUCLEOTIDOS DEL RECEPTOR
5-HT3

En la Fig. 17 se muestra los productos de la reaccion de PCR para el gen
del receptor 5-HT3, esta reaccion de PCR se realizo a partir de los productos de
reaccion de la RT del ARNt que se obtuvo del tejido de expresion positivo que es
el tallo cerebral , tanto de animales control como de los animales con DME, una
vez que se determinaron las condiciones para la técnica de PCR en el tallo
cerebral se realizo en nuestro tejido de investigacion que es la papila caliciforme
tanto de los animales controles, asi como de los animales con DME para realizar
una densitometria de los productos de PCR y determinar si existen cambios de la
expresion del RNAm en el grupo con DME, a la primera semana de la
administracién de la STZ. El peso molecular de los productos de amplificacion es
de 200 pb. En carril 1 se observa el marcador de peso molecular (M.M), en el carril
2 el producto de amplificacion para el receptor 5-HT3 en el tallo cerebral del
grupo control, en el carril 3 el producto de amplificacién para el receptor 5-HT3 en
el tallo cerebral del grupo con DME, en el carril 4 el producto de amplificacién
para el receptor 5-HT3 en la papila caliciforme del grupo control, carril 5 el
producto de amplificacion para el receptor 5-HT3 en la papila caliciforme del grupo
con DME.
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FIGURA 17 Productos de amplificacion del receptor 5-HT3 en tallo cerebral y papila
caliciforme.
Electroforesis en un gel de agarosa (1.5%) que fue tefido con bromuro de etidio y foto

documentado en Luz UV. Expresiéon del receptor 5-HT3; en tallo cerebral, papila caliciforme de

ratas control y con DME durante la primera semana de DME.
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X11.11. EXPRESION DEL RECEPTOR 5-HT; EN LA PAPILA
CALICIFORME.

En la Fig. 18 se muestra el analisis de la expresion relativa del receptor
serotoninérgico 5-HT3 con respecto a un gen de referencia que es [3-actina, tanto
en el grupo control como en el grupo con DME, el analisis se realizo a la primera y
octava semana de la administracion de la STZ, donde no se observa una
diferencia estadisticamente significativa en el grupo con DME con respecto a su
control sin embargo a la primera semana, sin embargo a la octava semana se

observa un incremento estadisticamente significativo con respecto a su control.
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FIGURA 18 Expresion relativa del ARNm del receptor 5-HT; en la papila caliciforme.

Expresion relativa del receptor 5-HT3 con respecto a B-actina en la papila caliciforme del grupo
control y con DME a la primera semana de la administracion de la STZ. X + D.E. de tres

experimentos realizados por triplicado de cada grupo *** p< 0.0001.
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X11.12. EXPRESION DEL RECEPTOR 5-HT; EN EL TALLO
CEREBRAL.

En la Fig. 19 se muestra el analisis de la expresion relativa en el tallo
cerebral del receptor serotoninérgico 5-HT3 con respecto a un gen de referencia
que es B-actina, tanto en el grupo control como en el grupo con DME, el analisis
se realizo a la primera semana de la administracion de la STZ, donde se observa
que existe una diferencia en el grupo con DME con respecto a su control sin
embargo existe una tendencia del ARNm del grupo con DME disminuir su

expresion.
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FIGURA 19 Expresién relativa del ARNm del receptor 5-HT; en tallo cerebral.

Expresion relativa del receptor 5-HT; con respecto a B-actina en el tallo cerebral del grupo control
y con DME a la primera semana de la administracion de la STZ. X £ D.E. de tres experimentos

realizados por triplicado de cada grupo.
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XIll. DISCUSION

La diabetes mellitus constituye un problema grave de salud publica
alrededor del mundo, mas de 220 millones de personas en todo el mundo
presentan diabetes (Haratz and Tanne, 2011). En 1980 en México ocupd el
noveno lugar como causa de muerte, para colocarse a finales de los 90, en el
tercero, actualmente es la primera causa de muerte. Estas alarmantes cifras se
asocian a un cambio en la alimentacion y disminucion de la actividad fisica
cotidiana (Diaz et al.,, 2004). La hiperglucemia cronica origina complicaciones
como retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica, amputaciones, sintomas
cardiovasculares y disfuncion sexual (Brownlee, 2001; ADA, 2010). EI SNC
también es afectado por las complicaciones cronicas (McCall, 2002). Por lo
anterior, se requieren modelos experimentales de DM para estudiar y entender los
mecanismos moleculares de las complicaciones de la DM. La administracion de
estreptozotocina se ha reportado que es un buen método para tener un modelo
experimental de diabetes Mellitus tipo 1 reproducible y adecuado (Lenzen, 2008;
Juarez, 2008). La estreptozotocina es una sustancia con citotoxicidad especifica
que destruyen a las células B del pancreas y causan un estado de deficiencia
absoluta de insulina (Ramos and Domingo, 1994; Szkudelski, 2001). Resultados
de nuestro laboratorio (Juarez, 2008) muestran que los animales tratados con
STZ a partir de las 48 horas presentan hiperglucemia, mientras que el grupo
control presenta una normoglucemia. En relacion a los resultados en nuestro
grupo de ratas con DME observamos que presentaron hiperglucemia (327- 420
mg/ dl) caracteristica principal de la DM a partir de las 48 horas y hasta que
termino el estudio que fueron 8 semanas, también presentaron otras
caracteristicas como poliuria (aumento de excrecion urinaria), polidipsia
(necesidad de tomar agua), polifagia (aumento del apetito) y pérdida de peso (Fig.
8), esta disminucion en el peso corporal se observo hasta terminar el presente
estudio, lo cual correlaciona con los resultados de Lenzen (2008) y Juarez (2008)

y nos indica que nuestro modelo de DME presentan caracteristicas de la DM.
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En pacientes con diabetes mellitus se ha documentado transtornos del
gusto como ageusia o disgeusia (Le Floch et al. 1989), sin embargo aun no se
conocen las causas por las cuales cambia la percepcion gustativa en estos
pacientes. El consumo y la preferencia de los edulcorantes pueden ser afectados
por los cambios en la percepcion y sensibilidad del sabor dulce (Shin et al., 2008;
Tepper y Seldner, 1999), estudios previos han demostrado que el estado
fisiologico del animal con DME puede afectar o cambiar su sensibilidad a los
estimulos gustativo. Las alteraciones pueden ocurrir en los diferentes niveles de la
via de transmision del gusto: las células gustativas (Huang y Staehler, 2009), los
nervios gustativos aferentes (Miura et al., 2006) y el nucleo del tracto solitario
(Nakamura and Norgren, 1995). En las células gustativas varios son los elementos
intracelulares que participan en la transduccion de la sefal gustativa, incluyendo
a-gustducina, fosfolipasa C-B2 (PLC-B2), y TRPM5, ademas de los receptores
para las diferentes modalidades gustativas, asi como los receptores
serotoninérgicos que tiene un papel importante en la transduccion gustativa
(Huang et al., 2009). Cambios en estos elementos puede alterar la senalizacion
gustativa. La transduccién de la sefial gustativa comienza con la union del ligando
con su receptor en las células gustativas de los corpusculos gustativos, para la
modalidad gustativa dulce se requiere del heterodimero formado por las proteinas
T1R2 y T1R3 (Ishimaru, 2009), un estudio previo demostré que en animales con
DME en una etapa crénica disminuyo el ARNm de las proteinas T1R2 y T1R3
(Prado, 2010), también se ha demostrado que la expresion de ARNm de a-
gustducina es significativamente mayor en las papilas gustativas de ratas
diabéticas (Zhou et al., 2008). Por medio de estudios de RT-PCR se ha
documentado la expresion de los receptores 5-HT; y 5-HT4s, en las fibras
nerviosas aferentes que inervan a los corpusculos gustativos y en las células de
tipo Il respectivamente, los cuales participan en la transduccion de la sefal de las
modalidades gustativas (Kaya et al., 2004). En este estudio por medio de RT- PCR
se analizé la expresion del ARNm del receptor 5-HT44 en la papila caliciforme

durante una etapa aguda de la diabetes mellitus que es a una semana de la
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induccion con STZ, donde no se observd un cambio en el ARNm, sin embargo,
existe una tendencia a disminuir la expresion del ARNm lo que podria estar
contribuyendo a la disminucion de la percepcion gustativa, debido a que la
serotonina mediante una regulacion de tipo paracrino, mediada por este receptor
esta regulando la sefal gustativa. También se encontré que en una etapa aguda
de la DME que es a la primera semana no hay cambios en el ARNm del receptor
5-HT; en la papila caliciforme, sin embargo, en una etapa cronica de la diabetes
mellitus como lo es a la cuarta y octava semana de induccion incrementa la
expresion del ARNm del grupo con DME, con respecto a su control, este
incremento en el ARNm a partir de la cuarta semana se puede explicar como un
fenomeno adaptativo en respuesta a cambios en la concentracién del
neurotransmisor, la alteracion en la concentracion de serotonina en el plasma de
humanos resulta en una marcada plasticidad del umbral gustativo (Heath et al.,
2006) se ha reportado una disminucién en la concentracién de serotonina que
sucede a nivel del plasma (Herrera et al., 2003), y del SNC a partir de la cuarta
semana de DME (Sandrini et al., 1997), la concentracion de serotonina no se
exploro en este trabajo, sin embargo, no se descarta que pueda disminuir la
sintesis de serotonina en la papila gustativa y las células requieren mas receptores
serotoninérgicos para asegurar que se mande la sefal a el SNC y por ello
incrementa la expresion del ARNm en la DME, sin embargo con estos resultados
no se puede descartar que estos receptores funcionen de manera incorrecta o que
el ARNm sea muy inestable y que se disminuya el numero de receptores
serotoninérgicos (Wohlpart and Molinoff, 2006). También se ha reportado una
disminucién de las fibras gustativas en ratas con diabetes mellitus experimental lo
que origina una neuropatia (Pai et al., 2006) y esta perdida de las fibras nerviosas
las cuales son las responsables de llevar la sefial al SNC podria estar
correlacionando con el incremento del ARNm del receptor 5-HT3; ya que en las
fibras nerviosas aferentes es donde se ha demostrado la expresidon del receptor 5-

HT; en las papilas gustativas.
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Se ha reportado la expresion del ARNm del receptor 5-HT,z durante el
desarrollo de la papila caliciforme y se propone que la serotonina desempefa un
papel de factor trofico mediante la activacién del receptor 5-HTos en la papila
caliciforme (Acosta y Mercado, 2010), y en otros tejidos ya que estudios previos
han reportado que la inactivacion genética del receptor serotoninérgico 5-HTog
conduce a la muerte embrionaria (E11) por malformaciones e hipoplasias
cardiacas (Nebigil et al., 2000). Este receptor también participa en la proliferacion,
diferenciacion y migracion de las células de la cresta neural, tubo neural y corazén
(Choi et al 1998). En los mamiferos, los corpusculos gustativos surgen del epitelio
local y son mantenidos por continua renovacion celular (Beidler and Smallman,
1965; Stone et al., 1995; Miura et al., 2006) ya que el promedio de vida de las
células gustativas es de 10-14 dias (Miura et al., 2006). Por lo anterior nos
intereso estudiar si en la etapa adulta de la rata se expresa el ARNm del receptor
5-HT2gs. En este trabajo se demuestra la expresion del ARNm del receptor 5-HT2g
en la etapa adulta de la rata y nosotros proponemos que la serotonina pueda
participar en la proliferacion y diferenciacion de los corpusculos gustativos
mediante la activacion del receptor 5-HT.,z, ademas de participar en la
transduccion de la sefal gustativa mediante la activacion de los receptores 5-HT1a
y 5-HT3 (Kaya et al., 2004; Huang et al., 2009). En el grupo de ratas con DME la
expresion del ARNm del receptor 5-HT,s no muestra diferencias a la primera
semana de induccion de la DME con respecto al grupo control, sin embargo a la
octava semana se incrementd la expresion del ARNm lo que podria estar
correlacionando con los datos de animales con DME donde se ha reportado que
existe hipertrofia del epitelio de la papila caliciforme de animales con DME y una
disminucién de los corpusculos gustativos (Pai et al., 2006), ya que la serotonina
mediante la activacion de los receptores de la familia 5-HT, participa en la
diferenciacion celular, tanto a nivel del sistema nervioso central como en sistemas
periférico, por lo anterior se propone que en la etapa adulta el receptor 5-HTog
puede estar expresado en el epitelio lingual de la papila caliciforme y pueda estar

relacionado con la diferenciacion de las células gustativas, sin un estado
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patologico como lo es la diabetes mellitus esta via de sefalizacion no se lleve a
cabo aun cuando el ARNm del receptor se encuentre alterado lo que pueda

contribuir a la hipertrofia y la disminucién de los corpusculos gustativos.

Existe una compleja relacion entre la diabetes mellitus y el SNC (McCall,
2002), debido a que la hiperglucemia crénica origina cambios funcionales en
muchas regiones del cerebro (Abraham et al., 2010) vy altera la concentracién de
los neurotransmisores, asi como la interaccion con sus respectivos receptores
esto que ha sido descrito para algunas areas del cerebro en la rata (Castillo et al.,
2010). Las variaciones en la concentracion de 5-HT en el cerebro estan
relacionadas con cambios en el comportamiento, estado de animo, ansiedad,
agresividad, depresion, suefo, fatiga e incluso la supresion del apetito, niveles
bajos de 5-HT o la sefalizacion alterada de sus receptores se han relacionado con
deseos cada vez mayores por alimentos dulces y ricos en carbohidratos. Si una
persona tiene niveles normales de 5-HT, puede alcanzar la saciedad y controlar la
ingesta de azucar con mas facilidad. Los niveles adecuados de este
neurotransmisor en el cerebro depende de la ingesta de alimentos ricos en
triptéfano (aminoacido precursor de serotonina) y de hidratos de carbono (De
Matos et al., 2011). La diabetes inducida por STZ da lugar a una hiperglucemia
cronica que se asocia con una disminucién en la concentracion de 5-HT (a los 30
dias) y con un aumento en la paralelo de los receptores serotoninérgicos 5-HT1A
y 5-HT, en la corteza y el tallo cerebral (Sandrini et al., 1997; Abraham et al.,
2010). Esta disminucién en la concentracion de serotonina se puede originar
debido a una disminucion en su sintesis, ya que se observo que reduce la
concentracion de su precursor el L-triptéfano (Herrera et al., 2003).

Por lo anterior a nosotros nos intereso analizar el ARNm del receptor 5-
HT1A en la corteza cerebral de animales con DME donde se observa que a partir
de la primera semana y hasta la octava semana de DME disminuye el ARNm con
respecto a su control. Este receptor tiene alta densidad en la corteza cerebral y
juega un papel importante en la regulacién autonémica de la funcion pancreatica

(Mohanan et al., 2005). Una densidad equilibrada de los receptores pre y post-
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sinaptica en areas del cerebro se requieren para la funcién normal del sistema
serotoninérgico. Alteraciones en la densidad del receptor 5-HT1a en el cerebro se
han relacionado anteriormente con muchos trastornos psiquiatricos. La densidad
del 5-HT1a se encontr6 que disminuyo en la depresion (Sargent et al., 2000) y
también disminuyé en el trastorno de panico (Neumeister et al., 2004). Por lo
anterior los pacientes diabéticos son mas vulnerables a desarrollar desordenes
afectivos como la depresién, ansiedad, desordenes neurofisioldgicos y esto puede
estar relacionado con una disminucion en el ARNm del receptor 5-HT1a en la
corteza cerebral, ya que la hiperglucemia induce estrés oxidativo que ha sido
implicado en la neuropatia diabética y la formacidon de radicales libres, lo que
origina la muerte de las células neuronales, dafio oxidativo de las membranas
celulares, cambios en la estructura e integridad funcional de los organelos

subcelulares causando complicaciones diabéticas (Abraham et al., 2010b).

En ratas tratadas con estreptozotocina se incrementa la muerte celular y
disminuye la proliferacion en el cerebelo lo que indica la pérdida de células
(Abraham et al.,, 2010b). ElI papel potencial del cerebelo en Ila
fisiopatologia de los trastornos psiquiatricos ha sido reportado. Anormalidades
estructurales y funcionales del cerebelo se han relacionado con el trastorno
bipolar, depresion mayor y otras alteraciones psiquiatricas (Hernandez-Fonseca
et al., 2009). Por lo anterior También se explord en este trabajo la expresion del
ARNmM del receptor 5-HT2s en el cerebelo de ratas con diabetes mellitus, donde se
observa que en una etapa crénica de la diabetes mellitus a la octava semana hay
una disminucion del ARNm del receptor 5-HT,s que es estadisticamente
significativa con respecto a su control. Lo que correlaciona con los datos
reportados por Abraham et al., (2010b) quien reporta que en cerebelo disminuye
el ARNm del receptor 5-HT,a. El receptor 5-HT,n esta involucrado en una
diversidad de funciones fisiologicas tales como la secrecion endocrina, la
termorregulacién y el control del apetito, sin descartar que el receptor 5-HT2g
también este participando en la regulacidén de estas funciones entre otras. Esta

disminuciéon en los receptores se puede explicar por una disminucion de
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serotonina que reporta en ratas con diabetes mellitus y la utilizacién de Glucosa
disminuye en el cerebro durante la diabetes (McCall, 1992), provocando un
mecanismo potencial para Incrementar los eventos patoldgicos. La disminucidn
de la expresion del ARNm del receptor 5-HT,5 encontrada en el cerebelo puede
ser debida en principio a dos mecanismos basicos: una reduccidon de la sintesis
del ARNm en cada neurona y/o una disminucién del numero de las células que

contienen el ARNm.

En este trabajo también se realizo un analisis de la expresion del ARNm del
receptor 5-HT3 en el tallo cerebral de ratas tratadas con STZ, donde se observa
una disminucién del ARNm en una etapa crénica que es a la cuarta semana y
este decremento se mantiene hasta la octava semana. Se ha observado una alta
densidad de los receptores 5-HT3 en el tallo cerebral humano, particularmente en
el area postrema y el nucleo del tracto solitario. La serotonina mediante la
activacion del receptor 5-HT3 puede estar participando en procesar la informacion
gustativa ya que la primera sinapsis central de los axones gustativos que llegan de
la inervacion de la cavidad oral se produce en el nucleo del tracto solitario (Robert
and Lundy, 2008). Sin embargo debido a que hay una disminucién de la
serotonina en el tallo cerebral de ratas diabéticas (Abraham et al., 2010a) esto
podria originar una disminucion de los receptores serotoninérgicos y la senal
gustativa que llega al tracto solitario no se estaria procesando de manera

adecuada.

XIV. CONCLUSIONES

Estos resultados nos sugieren que los cambios diferenciales en la expresion
de los receptores serotoninérgicos a nivel del sistema nervioso central, asi como,
en la papila caliciforme puede ser un mecanismo compensatorio con el fin de

mantener la transduccion de las sefales gustativas durante la diabetes mellitus.
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