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RESUMEN

Las papilas gustativas constituyen la unidad estructural y funcional del sistema gustativo
que estd encargado de la deteccion, traduccion y andlisis de la informacion sépida
presente en los alimentos. Por otro lado, la serotonina (5-Hidroxitriptamina, 5-HT)
ademas de sus funciones como neurotransmisor se ha implicado en eventos del desarrollo
como factor trofico. Existen evidencias experimentales que indican la presencia del
neurotransmisor y de sus sistemas de recaptura y degradacion en el epitelio lingual
durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, hasta la fecha no ha sido reportada la
presencia de un sistema serotoninérgico en el epitelio lingual, por lo que el objetivo del
presente trabajo fue determinar si existe este sistema en el epitelio lingual y si la 5-HT
participa en la formacion e innervacion de las papilas gustativas de raton en desarrollo.
Se realizaron experimentos de biologia molecular y de inmunohistoquimica para detectar
la presencia de la triptofano hidroxilasa (TPH), enzima limitante en la sintesis de 5-HT.
También se empleo la técnica de inmunohistoquimica para evaluar el efecto de la 5-HT
sobre la innervacion y el nimero de papilas gustativas. En todos los ensayos utilizamos
ratones de la cepa C57BL/6J controles y Ko TPH1. Observamos la presencia de la TPH1
y TPH2 en las papilas gustativas, por otro lado en los ratones Ko TPH1 se observo
disminucion de la densidad de innervacion de la papila caliciforme y una reduccion del
namero de papilas fungiformes. En base a estas observaciones, proponemos que las
acciones troficas de la 5-HT sobre el sistema gustativo son moduladas por un sistema

serotoninérgico inherente al epitelio lingual.



ABSTRACT

Gustatory papillae and associated taste buds receive and process chemical
information from the environment. In mammals, their development takes place
during the late phase of embryogenesis. However, the cellular factors that
regulate the differentiation of taste papillae remain largely unknown. Here, we
show by quantitative real time RT-PCR that both isoforms of tryptophan
hydroxylase (TPH1 and TPH2), the first and rate limiting enzyme of serotonin
(5-HT) synthesis, are expressed in developing circumvallate papillae. Immuno-
staining experiments further indicated that TPH is localized both in gustatory
fibers and in differentiated taste receptor cells. These results point to the
synthesis of 5-HT in gustatory papillae, and allow one to hypothesize that the

development of taste buds might be modulated by serotonin



PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

I. INTRODUCCION

I.1 Los mecanismos neurofisioldgicos de la percepcién del sabor

El sabor corresponde al ensamblaje de las sensaciones percibidas durante la masticacién
de los alimentos. Desde el punto de vista fisioldgico, este concepto abarca una nocion
compleja, en el sentido comin esto se llama “el sabor de un alimento”. En efecto, el
sabor engloba la 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. A
nivel neurofisiologico, la percepcion del sabor es la resultante de la estimulacion
combinada de tres sistemas sensoriales: el olfato, el gusto y el tacto, que junto con el
oido y la vision, constituyen los cinco sentidos de los que disponen los mamiferos para
tener una representacion lo mas fiel posible del ambiente. La comprension de las bases
celulares de la percepcion del sabor de un alimento recae, asi pues, sobre el conocimiento
de los mecanismos fisiologicos de la gustacion, del olfato y del tacto. Sin embargo, el
estudio de la neurofisiologia gustativa y olfativa durante mucho tiempo atrajo poco la
atencion de los neurobidlogos y de los fisiopatdlogos. Esta falta de interés esta ligada a la
nocion de placer evocado por la olfaccion y la gustacion en oposicion a la vision y la
audicion considerados como las funciones sensoriales indispensables para la interaccion
con el ambiente. Cabe sefalar, sin embargo, que el gusto y la olfaccion contribuyen
igualmente a la digestion en el inicio de las secreciones a nivel gastrointestinal (Mattes,
1997), y estan intimamente asociados con la seleccion y el rechazo de los alimentos
dafiinos y potencialmente téxicos (Dethier, 1993; Doty, 1993). La olfaccién y la
gustacion al parecer juegan un papel fisiopatolégico mas vasto que el asociado a la
digestién. En efecto, la perdida de la sensibilidad gustativa (ageusia) y/o olfativa
(anosmia), se asocian con disminucién de peso, desnutricion, desordenes inmunitarios y a
la degradacion del estado de salud general de personas mayores (Mattes and Coward,
1994; Winkler et al., 1999). Por otro lado, las personas que sufren de hipertension arterial
muestran un umbral elevado para las sustancias saladas pudiendo explicar, de esta

manera, un sobreconsumo de sal en estos individuos (Sahagun-Flores et al., 2000). De la
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misma manera, la elevacion del umbral gustativo es frecuente en los pacientes atendidos
de diabetes de tipo I y 1l (Le Floch et al., 1989, 1990; Stolbova et al., 1999). En el area
nutricional, una correlacién negativa se observa entre la severidad de la perdida de la
sensibilidad gustativa (disgeusia) y los aportes caloricos (Kettaneh et al., 2002). Por otro
lado, ciertas formas de obesidad, debido a un consumo anarquico de alimentos con alto
contenido energético, al parecer se asocian a una disfuncion de la percepcion gustativa
(Stolbova et al., 1999). También existe una asociacion entre los desordenes del gusto y la
depresion, por una parte, los pacientes depresivos sefialan frecuentemente sensaciones
gustativas desagradables (Miller et al., 1989) y, por otra, un estado depresivo es frecuente
en los pacientes disgelsicos (Deems et al., 1991). Ademas, ciertas patologias son
acomparfiadas de ageusia y de anosmia en particular la esquizofrenia, la enfermedad de
Alhzheimer y la anorexia, donde la disgeusia se vincula a una carencia de zinc que afecta

el gusto (Casper et al., 1980).

La percepcion de las moléculas odorantes y sapidas comienza en células receptoras
especializadas a partir de las cuales la informacidn, via diversos circuitos neuronales, es
transmitida al cerebro. En el sistema olfativo, el primer elemento de este circuito de
comunicacion esta constituido por las neuronas olfativas organizadas en forma de epitelio
en la parte posterior de la cavidad nasal. A partir de esta region, la informacion es
enviada al area olfativa de la corteza cerebral de donde es transportada a diversas
estructuras del sistema limbico que modulan los efectos emocionales de los olores. En el
caso del gusto, la deteccion de las moléculas sapidas se efectla gracias a las células
gustativas donde la estimulacion pone en juego una red neuronal gque se extiende desde
la lengua, el paladar y la faringe hasta la extremidad inferior de la corteza parietal. Las
redes neuronales utilizadas por los sistemas olfativos y gustativos son pues diferentes. Sin
embargo, estos dos sistemas trabajan principalmente en sinergismo. Es el caso particular
durante la deteccion del sabor de un alimento, el cual es, de hecho, la resultante de la
activacion combinada de los receptores olfativos y gustativos por los aromas y las

moléculas sapidas liberadas durante la masticacion, respectivamente.
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1.2 Organizacion neuro-anatomica y funcional del sistema gustativo

En los mamiferos, la deteccion y la percepcion de las moléculas sépidas ponen en juego
una red neuronal que se extiende desde la lengua, el paladar, la faringe y la parte superior
del es6fago hasta la extremidad inferior de la corteza parietal pasando por el nucleo del
tracto solitario y el nacleo posterior del tAlamo, dos estructuras localizadas a nivel del
tronco cerebral (Figura 1). El primer elemento de este circuito de transmision, es un tipo
de células epiteliales especializadas denominadas células gustativas (Figura 2), que se
agrupan en corpusculos formando las papilas gustativas (Guyton, 1996; Buck, 2000)
(Figura 3).

- . ! N\
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Figura 1. Organizacién neuroanatomica del sistema gustativo en mamiferos. Redes neuronales
implicadas en la deteccidn e integracion de las sefiales gustativas a nivel del epitelio lingual y de la faringe.
La innervacion por los nervios cranianos VII (facial), IX (glosofaringeo) y X (vago) permite transportar la
informacion gustativa proveniente de las papilas gustativas a la corteza gustativa, pasando por el nucleo

del tracto solitario, a nivel del tallo cerebral, y nacleo ventral posterior del talamo.
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Microvellosidades
(poro gustativo)

Membrana
basolateral

Sinapsis

Figura 2. Estructura de las células gustativas. Se puede apreciar la morfologia de la célula gustativa. Es
una célula bipolar, en el polo apical presenta microvellosidades, es aqui donde las células interaccionan con
las moléculas sapidas, en el polo basal las células establecen contacto sinaptico con las fibras aferentes.
Foto modificada de Huang et al., 2006.

Las papilas gustativas (del latin papilla = eminencia), atendiendo a su morfologia se
dividen en tres clases diferentes: fungiforme (forma de hongo), caliciforme (forma de
botdén) y foliada (forma de crestas), y cada una de ellas esta constituida de un numero
variable de corpusculos gustativos. Las papilas fungiformes se localizan en las dos
terceras partes anteriores de la lengua y en el paladar, a pesar de ser las mas numerosas,
ellas constituyen solo el 18% del total de corplsculos gustativos. Las papilas caliciformes
se encuentran en la tercera parte posterior de la lengua. EI nimero de este tipo de papilas
es de 7-9 en humanos y solo una en el caso de roedores; aun siendo un nimero reducido,
estas constituyen el 48% del total de corpulsculos gustativos. Por otro lado, las papilas
foliadas se localizan en los lados de la tercera parte posterior de la lengua. Solo existen
dos papilas de esta clase, las cuales contienen el 34% de los corpusculos gustativos

presentes en la lengua (Figura 3).
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Netvio {

Fungiforme

Corpisculo gustativo
Modificado de Chandrashekar et al., 2006

Figura 3. Organizacién estructural de las células gustativas en la lengua. Las células gustativas se
agrupan en corpusculos para formar las papilas gustativas. Existen tres tipos diferentes de papilas
gustativas, las cuales tienen una localizacion especifica en la lengua. Ademas, las papilas caliciformes y

foliadas estan constituidas por un namero superior de corpusculos gustativos.

Se distinguen igualmente cuatro tipos morfologicamente diferentes de células gustativas
al interior de cada corpusculo: las células basales, obscuras (tipo 1), claras (tipo II) e
intermedias (tipo Ill) (Figura 3). Las células basales son pequefias células esféricas
localizadas en la base del corpusculo a partir de las cuales son generadas todas las células
gustativas (Buck, 2000). Las células obscuras, claras e intermedias, en cuanto a ellas, se
caracterizan por su forma bipolar. Estas células envian sus prolongaciones hacia la
cavidad bucal donde interaccionan con las moléculas sapidas presentes en los alimentos y
hacia la base del corpusculo gustativo (Buck, 2000; Lindemann, 2001) (Figura 2 y 3) en
donde establecen los contactos sindpticos con las fibras que las inervan (Buck, 2000;
Lindemann, 2001) (Figura 3). Las células gustativas de tipo | posee propiedades
similares a las células gliales (Bigiani, 2001), esto es, servir de sostén al corpusculo
gustativo y regular las concentraciones extracelulares de iones al interior del corpusculo.
Las células de tipo Il expresan la maquinaria necesaria para la deteccion y transduccion
de las sefiales gustativas (Boughter et al., 1997; Adler et al., 2000; Yang et al., 2000a y
2000Db; Yee et al., 2001; Defazio et al., 2006). Sin embargo, ellas no forman sinapsis
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estructuralmente definida con las fibras aferentes primarias (Clapp et al., 2004). Por otro
lado, las células de tipo Ill son las Unicas que establecen sinapsis clasica con nervios
gustativos aferentes (Murray, 1986; Yang et al., 2000b; Yang et al., 2004).
Paraddjicamente, las proteinas necesarias para la transduccion gustativa son expresadas,

como mencionamos anteriormente, en las células de tipo I1.

Las papilas gustativas son inervadas por los nervios craneanos: facial (\VI1), glosofaringeo
(IX) y vago (X) (Figura 1y 3). Las fibras sensoriales del nervio facial, a través de la
cuerda del timpano, transporta la informacion gustativa a la corteza cerebral proveniente
de las papilas fungiformes, mientras que la informacion proveniente de las papilas
caliciformes y foliadas es transportada al cerebro via nervio glosofaringeo. Finalmente, el
nervio vago es el encargado de trasladar al cerebro la informacién proveniente de la
faringe. Todos los nervios que establecen contacto sindptico con las células gustativas
convergen a nivel de la region rostral del nucleo del tracto solitario (NTS) localizado en
el tronco cerebral (Guyton, 1996; Buck, 2000). Las proyecciones de segundo orden son
luego conectadas con el nucleo ventro-postero-medial del talamo. Las neuronas del
nucleo ventero-postero-medial se proyectan hacia la parte anterior de la insula en el
I6bulo cortical temporal (Figura 1) y hacia el opérculo en el l16bulo cortical frontal. Estas
regiones son consideradas como las areas cerebrales gustativas donde toma lugar la
percepcion conciente del gusto. Ciertos nervios implicados en la transmision de las
sefales gustativas contienen igualmente fibras somatosensoriales que establecen contacto
sinaptico con el epitelio lingual y el tejido muscular que rodea a los corpulsculos
gustativos (Guyton, 1996; Buck, 2000). Estas fibras, denominadas fibras perigemales en
oposicion a las fibras intragemales que inervan las células gustativas, se proyectan
también al area gustativa del NTS. Ademas, también existe un area cortical al nivel de la
corteza orbito-frontal donde las neuronas responden a diferentes combinaciones de
estimulos gustativos/visuales y olfativos/somato-sensoriales. Esta region podria

representar el centro cerebral del sabor.
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1.3 Aspectos moleculares de la deteccion del sabor

Existen cinco modalidades de sabor diferentes: el sabor dulce, amargo, salado, &cido y el
umami, un sabor recientemente descrito generado por ciertos aminoécidos. A nivel
molecular, la deteccién y traduccion de los sabores es efectuada por receptores que se
localizan en la superficie de las microvellosidades presentes en la membrana apical de las
células gustativas (Figura 4). En funcion de la naturaleza del sabor, el receptor activado
pertenecerd, ya sea, a la familia de receptores de tipo canal, en los cuales el sitio de union
para el ligando y un canal i6nico forman parte de un mismo complejo macromolecular, o
bien al tipo de receptores acoplados a proteinas G. En el ultimo caso, la estimulacion del
receptor activa una proteina que tiene la particularidad de fijar el GTP, de alli su nombre
de proteina G. Esta proteina esta constituida de tres subunidades (o, B Yy y) capaces de
activar diversos sistemas de sefializacion intracelulares. La deteccion y traduccion de los
sabores salados y acidos es efectuada por receptores de tipo canal mientras que los
receptores acoplados a proteinas G intervienen en la deteccion de los sabores dulce,

amargo y umami.
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Figura 4. Mecanismos moleculares de la transduccién de la informacion gustativa. Se puede apreciar
la anatomia de la célula gustativa, la localizacién de los receptores gustativos (en las microvellosidades de

la membrana apical) y las vias de transduccion de las seflales  gustativas.
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1.3.1 Mecanismos moleculares de la deteccion de los sabores salados y acidos

Todos los vertebrados, poseen células gustativas que responden a los sabores salado y
acido. En mamiferos, la excitacion débil de estas células produce una sensacion agradable
sin embargo, cuando la estimulacion es fuerte produce una sensacion desagradable

generando un comportamiento de aversion.

La percepcion del sabor salado se asocia con la accion de los iones (Na*) presente en
forma de sal en los alimentos y principalmente en forma de cloruro de sodio (NaCl), la
sal de mesa. La deteccion de los estimulos salados se efectla a traves de la interaccion de
los iones sodio con los canales ionicos sensibles a la amilorida (un guanidinio
heterociclico que bloquea reversiblemente los canales epiteliales de Na') (Boughter,
1997) (Figura 4). La interaccion del NaCl con estos canales, se produce por la difusion
de iones sodio al interior de la célula gustativa contra un gradiente electroquimico
generando una despolarizacion de la membrana (Avenet and Lindemann, 1991), esto
dirige a la produccion de potenciales de accion que resultan en la liberacion de un
neurotransmisor (serotonina, noradrenalina o ATP) sobre las fibras nerviosas aferentes
(Lindemann, 1996) después del influjo de iones de calcio (Ca**). Varias sales sédicas son
saladas, no obstante, la intensidad de su percepcion depende de la talla de su anién
asociado, por ejemplo, el NaCl es mas salado que el acetato de sodio a la misma
concentracion. Estas diferencias de sensibilidad a las sales de Na® resultan,
probablemente, de las diferentes capacidades de los aniones para penetrar las uniones
fuertes (tight junction) presentes entre las células gustativas e interaccionar con los
canales basolaterales, a través de una ruta paracelular (Ye et al., 1991, Elliott and Simon,
1990).

Al parecer los protones son los responsables del estimulo agrio, ya que el sabor agrio
generado por compuestos acidos es proporcional a la concentracion de protones. La
percepcion del sabor acido de un alimento, resulta de la interaccion de los protones (H")
liberados durante la masticacion con diversos tipos de canales i6nicos. Los protones

extracelulares son capaces de bloquear canales de K™ (Cummings and Kinnamon, 1992)
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(Figura 4), impidiendo la salida de este cation, lo cual provoca una despolarizacion y la
generacion de potenciales de accion por la activacion de canales de Ca®* sensibles a
voltaje, resultando en la liberacion del neurotransmisor sobre las fibras gustativas
aferentes. Estudios genéticos y funcionales recientes han demostrado que el receptor
PKD2L1 (polycystic kidney disease), un miembro de la familia de canales i6nicos TRP
(transient receptor potencial), es selectivamente expresado en una poblacion de células
gustativas distintas a las que median los sabores dulce, umami y amargo (Huang et al.,
2006). La ablacién, por la accion de la toxina diftérica, de las células que expresan este
receptor produce animales con una pérdida total de la percepcion del sabor &cido,
manteniendo intacta la capacidad de identificar los demas sabores. Sin embargo, el
mecanismo por el cual PKD2L1 puede mediar las respuestas a los sabores acidos no ha

sido descrito.
1.3.2 Mecanismos moleculares de la deteccion de los sabores dulce y amargo

La deteccion y traduccion de las sefiales gustativas de tipo amargo y dulces es efectuada
por receptores acoplados a proteinas G (Figura 4). Dos familias de receptores se han
descrito para dichas modalidades de sabor: el grupo de los receptores T1R que
comprende de miembros: T1R1, T1R2 y T1R3 (Hoon et al., 1999; Max et al., 2001;
Montmayeur et al., 2001), y la familia de los receptores T2R compuesta por 40-80
miembros diferentes en el hombre (Adler et al., 2000; Meyerhof, 2005). Ambas familias
de receptores tienen la particularidad de expresarse diferencialmente, esto es, los
receptores T2R se expresan preferencialmente en células gustativas de las papilas
caliciformes y foliadas y raramente en células de las papilas fungiformes (Adler et al.,
2000; Meyerhof, 2005; Behrens et al., 2006). Por el contrario, los receptores T1R estan
presentes principalmente en células de las papilas fungiformes (Hoon et al., 1999).
Debido a que las papilas fungiformes son particularmente sensibles al sabor dulce,
mientras que las papilas caliciformes son mas sensibles al sabor amargo, se empezd a
especular que los receptores de la familia T1R estaban implicados en la deteccion del
sabor dulce, mientras que los receptores de la familia T2R lo estaban en la deteccion del

sabor amargo (Chandrashekar et al., 2000; Nelson et al., 2001). Cabe sefialar sin
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embargo, que la gustducina, la proteina G implicada en la transduccién de sefiales dulces
y amargas, no esta presente en todas las células que expresan los receptores de tipo T1R
0 T2R. De la misma forma, los receptores del sabor amargo y dulce, identificados a la
fecha, no siempre se presentan en las células que expresan la gustducina. Ademas, la
inactivacion de la expresion de esta proteina transductora, por mutacién nula, no provoca
la perdida completa de la percepcion a los compuestos amargos y dulces (Wong et al.,
1996). Estas observaciones sugieren que en la deteccion de los sabores dulces y amargos
puede intervenir todavia otra familia de receptores, incluso otras proteinas G. Ademas,
no se descarta que ciertos compuestos amfifilicos amargos o dulces, tengan la capacidad
de atravesar las membranas e interactuar directamente con la gustducina u otras proteinas
de sefalizacion, sin la participacion de los receptores membranales (Naim et al., 1994;
Damak et al., 2003; Peri et al., 2000).

Ademas de la diferencia de selectividad opuesta a los compuestos amargos y dulces, los
receptores T1R y T2R se distinguen por su estructura molecular y su modo de activacion.
Aunque los dos tipos de receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCR, por sus siglas en inglés), los tres subtipos de receptores T1R
identificados a la fecha se caracterizan por tener un dominio amino-terminal extracelular
de talla grande (400-600 residuos), que constituye el sitio de union para el ligando.
Mientras que la region amino-terminal extracelular de los receptores del sabor amargo es
mucho mas corta y el sitio de union para los compuestos amargos se localiza en un
dominio transmembranal del receptor. Ademas, los receptores del sabor amargo
funcionan como proteinas alostéricas monoméricas, en las cuales la fijacion del ligando
induce un cambio de conformacion capaz de activar las proteinas G. Mientras que el
receptor del sabor dulce funciona como heterodimero donde las interacciones entre sus
unidades son esenciales para su actividad. Asi, la asociacion de T1R2 y T1R3 forman un
complejo macromolecular capaz de reconocer los compuestos dulces como sacarina,
sacarosa, aminoacidos y algunas proteinas dulces (Nelson et al., 2001, 2002; Li et al.,
2002).

10
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A nivel intracelular, todas las vias de de transduccion de los receptores de los sabores
amargo y dulce conducen a un aumento del calcio (Ca*") intracelular seguido de la
liberacion de un neurotransmisor (Figura 4). En el caso particular de los edulcorantes
artificiales y azlcares, el aumento del Ca* intracelular es consecuencia de la activacion
de la enzima fosfolipasa C de tipo B, (PLCP,). Como parte de su actividad enzimatica,
esta enzima cataliza la formacion de diacilglicerol (DAG) y de inositol trifosfato (IP3) a
partir de fosfatidilinositol difosfato (PIP,). El aumento de la concentracién de IP; provoca
la liberacién de iones Ca* del reticulo endopléasmico generando una despolarizacion de la
célula y la liberacién del neurotransmisor. Una segunda via, activada por algunos
azlcares, involucra el sistema enzimético de la adenilato ciclasa (AC), quien cataliza la
formacion de pirofosfato y adenosin monofosfato ciclico (CAMP, por sus siglas en
inglés). Este ultimo, bloquea los canales basolaterales de K*, via la activacion de una
cinasa dependiente de cAMP provocando la despolarizacion de la célula. En papilas
caliciformes de rata, se ha demostrado recientemente que la sacarosa induce un aumento
de la concentracion intracelular de guanosin monofosfato ciclico (cGMP, por sus siglas
en inglés), sugiriendo la existencia de una tercera via de transduccién intracelular de
sefales dulces (Krizhanovsky et al., 2000). En el caso de los mecanismos de transduccion
de las sefiales amargas, estos implica la activacion de una fosfodiesterasa (PDE) y de la
PLCPB, (Yan et al., 2001; Zhang et al., 2003; Scott, 2004). La activacion de la PDE
involucra una disminucion de la concentracion de nucleotidos ciclicos cAMP y cGMP en
la célula. Esto lleva a una apertura de canales de Na*/Ca** generando una despolarizacion
celular. La activacion de la PLCP, involucra, como en el caso de la activacion por

compuestos dulces, la sintesis de 1P3 que induce la liberacion de calcio intracelular.
1.3.3 Mecanismos moleculares de la deteccidn del sabor umami

El termino japonés “umami” (Sabor delicioso) es utilizado para designar una sensacion
gustativa diferente de la salada, &cida, amarga y dulce. Fue en 1908 que el profesor de
quimica japonés, Kikunae Ikeda, identifica este novedoso sabor, al degustar un caldo de
alga marina denominada “kombu”. EI no reconoci6 ninguno de los cuatro sabores basicos

descritos (dulce, salado, 4acido y amargo). El le llamé a este novedoso sabor “umami”.

11
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Después de los afios 80’s, los defensores de la teoria de los cuatro sabores afiadieron este
quinto sabor a los ya existentes, conservando el nombre de umami. El umami es un sabor
distintivo de los esparragos, los tomates, el queso, el consomé de pollo y el extracto de
carne. Este sabor es generado por las sales glutdmicas, principalmente por el L-glutamato
monosddico que uno encuentra naturalmente en muchos alimentos, ademés de otros

aminoécidos y péptidos.

Se sugirio la participacion de una forma truncada en la parte N-terminal del receptor
metabotrépico del glutamato del tipo 4 (mGIuR4t), en la percepcion gustativa del L-
glutamato. Se mostrd que este receptor esta presente en las células gustativas (Chaudhari
et al., 1996; Toyono et al., 2002), y que cuando es expresado en células CHO (ovario de
hamster chino, por sus sigla en inglés) estas responden al L-glutamato en una gama de
concentraciones correspondientes a las observadas en los estudios de percepcion
gustativa in vivo (Chaudhari et al., 2000). Recientemente, Toyono y col. (2003) estudio la
expresion en las papilas gustativas de los otros dos miembros del grupo 111 de receptores
metabotrdpicos del glutamato (MGIuR): mGIuR1 y mGIuR5. Si mGIuRS5 no se expresa,
mGIuR1 es intensamente expresado, particularmente a nivel de las microvellosidades de
las células gustativas que emergen del poro del corplsculo gustativo. La participacion de
mGIuR1 en la percepcion del umami es, por lo tanto, posible. Sin embargo, al utilizar un
sistema de expresion in vitro, se mostro que las células que expresan la combinacion de
los receptores TIR1+T1R3 responden a la estimulacién con L-glutamato (Nelson et al.,
2002; Li et al., 2002), y que la doble inactivacion de la expresion de estos receptores in
vivo, abate completamente las respuestas celulares y comportamentales al umami (Zhao
et al., 2003). Estos resultaros sugieren fuertemente que la percepcion gustativa del umami

recae unicamente en la combinacion de los receptores TIR1+T1R3.

La activacion del receptor TIR1+T1R3 por el glutamato monosddico conduce, de la
misma manera que la estimulacibn amarga y azucarada, a una aumento en la
concentracion intracelular de calcio y a la liberacién del neurotransmisor hacia las fibras
sensoriales (Figura 4). La activacion del receptor metabotropico del tipo del glutamato,

es seguida de una disminucion de la concentracién de cAMP intracelular involucrando
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una elevacion de la concentracion de Ca®*, conduciendo ésta, a la generacion de un
impulso nervioso transmitido al sistema nervioso aferente. Un mecanismo adicional de
transduccién intracelular del umami pone en juego la apertura o bloqueo de canales
ionicos ha sido propuesto. Los receptores ionotrépicos al L-glutamato (iGIUR) son
expresados en el tejido gustativo. Datos electrofisiolégicos utilizando un inhibidor de los
iGIUR, el N-metil D-aspartato (NMDA), han confirmado que estos receptores estan
igualmente implicados en la percepcion del umami (Lin and Kinnamon, 1999). Estos
receptores son similares a los de canales cationicos que, cuando son abiertos, permiten la
entrada a la célula de iones de Na* y Ca**. Este influjo induce una despolarizacion de las
células gustativas conduciendo a la transmision de una sefial eléctrica al nervio aferente

primario.

1.4 Codificacion e integracion de las sefiales gustativas a nivel periféerico y central

El termino codificacion gustativa engloba los mecanismos por los cuales la informacion
sobre la identidad y la concentracion de las sustancias sapidas es integrada en los
corpusculos gustativos y luego representada por el patrén de potenciales de accidn
transmitidos al cerebro. Las teorias concernientes a la codificacion de las sefiales
gustativas se basan exclusivamente en registros electrofisiologicos realizados en las fibras
aferentes primarias de los nervios gustativos. De esta manera se mostré que cada fibra
gustativa responde preferencialmente aun tipo de estimulo. Por ejemplo, la cuerda del
timpano, una rama del par craniano numero VII o nervio facial, responde
preferencialmente al NaCl y a la sacarosa, mientras que el nervio glosofaringeo responde
preferencialmente a los acidos y a la quinina. Sin embargo, otros estudios han mostrado
que una fibra periférica puede responder preferencialmente a la sacarosa pero también ser
activada por la fructosa, el NaCl y el acido aceético, en relacidn a esto, se han propuesto
dos hipotesis sobre la codificacion de la informacion gustativa: la hipdtesis
“computacional” y la de las “lineas dedicadas” (Smith and St. John, 1999; Schiffman,
2000). ElI modelo de las lineas dedicadas clasifica las fibras gustativas en funcion de su
respuesta preferencial para tal o tales estimulos y considera que una célula respondera

con el maximo de potenciales de accion por unidad de tiempo a uno de los cinco
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estimulos gustativos. La consecuencia de esta proposicion, es que la informacién
gustativa es transmitida al cerebro por vias que preservan la especificidad de las clases de
fibras. Por ejemplo, cada categoria gustativa estimula un solo tipo celular y un solo tipo
de fibras. Para el modelo computacional, la percepcion gustativa es determinada por la
combinacion de las respuestas de todas las células, y por ende, de todas las fibras, a un
estimulo particular independientemente de su nivel de actividad.

A nivel central, ciertos datos obtenidos a nivel del nicleo del tracto solitario, talamo y
corteza, estan a favor de un modo de respuesta preferencial. Ciertamente, se ha mostrado
que la amilorida inhibe Gnicamente la actividad de las neuronas que responden
preferencialmente al NaCl sin que la actividad de las neuronas que responden a los otros
estimulos gustativos sean afectados (Hettiger and Frank, 1990). Sin embargo, ciertas
neuronas de estas regiones cerebrales responden a varias sustancias sapidas, este hecho

favorece al modelo computacional (Gilbertson and Gilbertson, 1994).

Estudios novedosos efectuados sobre receptores gustativos clonados no permiten aun,
discernir de manera definitiva entre el modelo de lineas dedicadas y la hipotesis
computacional. De hecho, si bien un receptor puede reconocer moléculas de estructura
diversa perteneciente a la misma categoria gustativa, el hecho que una misma célula
pueda responder a dos estimulos de naturaleza gustativa diferente, permanece aun en
controversia. Aunque estudios de electrofisiologia (Patch-Clamp) en células individuales,
y la medicion de las concentraciones intracelulares de calcio, han mostrado que una
misma célula gustativa puede ser estimulada por compuestos amargos Yy dulces,
experimentos de biologia molecular han demostrado que los receptores del sabor amargo
y dulce no son coexpresados en células gustativas (Adler et al., 2000; Nelson et al.,
2001). Ademas, experimentos recientes realizados en animales transgénicos (Mueller et
al., 2005) han mostrado que la inactivacién genética de los receptores T2R5 en ratdn,
elimina completamente las respuestas celulares y comportamentales inducidos por el
compuesto amargo cicloheximida sin alterar las respuestas inducidas por los compuestos
dulces, salados y acidos. Ademas, después de la expresidn en ratén del receptor humano

activado por el B-glucopirandsido, un compuesto de sabor amargo al cual el raton no es
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naturalmente sensibles, los ratones transgénicos responden al B-glucopiranésido con la
misma sensibilidad detectada en el hombre. Finalmente, los ratones en los cuales la
expresion del receptor a la espiradolina, un compuesto opioide que no evoca ninguna
sensacion sapida, fue llevada a cabo bajo el control del promotor de los receptores del
sabor dulce, muestran una preferencia gustativa por las soluciones que contienen la
espiradolina  (Nelson et al.,, 2002). Por el contrario, la espiradolina evoca
comportamientos gustativos repulsivos de los ratones en los cuales la expresion del
receptor para este compuesto es realizada baja el control del promotor de los receptores
del sabor amargo (Mueller et al., 2005). En base a estas observaciones que se han
descrito brevemente, se ha propuesto la existencia de células dedicadas selectivamente a
la deteccion del sabor dulce o del sabor amargo y que la percepcion de una o de otra de
estas categorias gustativas dependerd unicamente del tipo de célula activada. En otros
términos, el dulce y el amargo seria una caracteristica celular y no la propiedad de los

receptores o de las moléculas gustativas (Mueller et al., 2005).

1.5 Sistemas de neurotransmision y sefializacion gustativa

En los apartados anteriores hemos visto que la percepcion de los estimulos gustativos
comprende varias etapas, donde la primera consiste en la fijacion de una molécula sapida
sobre los receptores especificos presentes en la membrana apical de las células gustativas.
Seguida de esta interaccion, se desencadena una cascada de sefializacion intracelular que
conduce a la liberacion de uno o varios neurotransmisores en la base del corpdsculo, y
por consecuencia, a la estimulacion de las fibras gustativas encargadas de transportar la
informacion a las areas gustativas de la corteza cerebral donde toma lugar la percepcién
conciente de los sabores. Para que un neurotransmisor pueda estar implicado en la

sefalizacidn gustativa debe:

a) Localizarse y liberarse a partir células gustativas o de las fibras gustativas.

b) Tener efectos estimulantes o inhibitorios sobre las células gustativas.
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Ademas, debe existir:

c) Un sistema de recaptura y/o de degradacién del neurotransmisor presente en el
epitelio lingual
d) Expresion en las células gustativas o fibras gustativas de receptores

especificos al neurotransmisor.

Varios sistemas de neurotransmision han sido implicados en la transmision de la
informacidn entre las células gustativas y las fibras nerviosas, pero hasta el momento, no

se ha descrito neurotransmisor que retna los criterios antes mencionados.

1.5.1 El sistema serotoninérgico

La serotonina es el neurotransmisor mas estudiado en la sefializacion gustativa. Mediante
experimentos de inmunohistoquimica la presencia de serotonina en un subtipo de células
gustativas de tipo Il1 ha sido reportada por varios autores, en rata (Yee et al., 2001), ratdn
(Kim and Roper, 1995), conejo (Nada and Hirata, 1975) y mono (Fujimoto et al., 1987;
Kim and Roper, 1995). La presencia de serotonina igualmente ha sido detectada en
células basales en papilas gustativas de ajolote (Barlow et al., 1996; Barlow and
Northcutt, 1998). Midiendo de manera indirecta la liberacidbn de serotonina por
autoradiografia cuantitativa, Nagai y col. (1998) mostraron que ciertas células gustativas
del anfibio Necturus maculosus tienen la capacidad de almacenar y de liberar serotonina.
Posteriormente, otros autores demostraron la expresion del transportador de serotonina en
células gustativas de rata (Ren et al., 1999). Recientemente, Huang y col. (2005a y
2005b) utilizaron células CHO (ovario de hamster chino, por sus siglas en inglés) que
expresan el receptor serotoninérgico 5-HT,c como un biodetector, con el fin de analizar
el proceso de liberacidon de la serotonina a partir de células gustativas. De esta manera,
los investigadores mostraron que la estimulacion de los corpusculos gustativos de raton
por compuestos dulces, amargos o acidos involucra la liberacion de serotonina. De
manera interesante, la liberacion de 5-HT por estas categorias gustativas inicio, al

parecer, de manera independiente del calcio extracelular.

16



PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

Por otra parte, estudios de registro de la actividad de las células gustativas por la técnica
de Patch-Clamp han mostrado que la serotonina modula la apertura de los canales de
calcio en células gustativas de anfibios (Delay et al., 1994) e inhibe el flujo de las
corrientes de Na* y K* en células gustativas de mamiferos (Herness and Chen, 1997;
Herness and Chen, 2000). Finalmente, experimentos de RT-PCR vy de
inmunohistoquimica mostraron que las papilas gustativas de rata adulta expresan dos
tipos de receptores serotoninérgicos: el receptor 5-HT;a Y el receptor 5-HT 3 (Kaya et al.,
2004). El receptor 5-HT;a se localiza en células gustativas que no expresan serotonina,
mientras que el receptor 5-HT 3 es expresado en las fibras gustativas aferentes. En base a
esto, se propuso que en respuesta a un estimulo sapido ciertas células gustativas de tipo
[11 liberan la serotonina. Asi, la 5-HT liberada modula la actividad de las células
gustativas adyacentes a través de la interaccion con receptores 5-HT;a (modulacion de
tipo paracrina), y estimula las fibras aferentes via la activacion de receptores 5-HT;
(transmision sinaptica). Sin embargo, este escenario deja en suspenso varias cuestiones.
Primero, actualmente se desconoce de donde proviene la serotonina contenida en las
células gustativas. En otras palabras, no se sabe si las células gustativas poseen
Unicamente la capacidad de almacenar serotonina o si ellas tienen igualmente la
propiedad de sintetizar esta monoamina. Segundo, la inactivacion genética del receptor 5-
HT3 no produce ninguna modificacion de la percepcidn gustativa de los compuestos

amargos, dulces, acidos o salados (Finger et al., 2005).

1.5.2 Otros sistemas de neurotransmision

Un nimero considerable de evidencias experimentales indican que el adenosin trifosfato
(ATP) es también un neuromediador implicado en la sefializacion gustativa. Primero, las
fibras aferentes que inervan los corpusculos gustativos expresan receptores purinérgicos
de tipo P2X2 y P2X3 (Bo et al., 1999). La participacion de estos receptores en la
transmision de la informacion entre las células y fibras gustativas fue puesto en evidencia
recientemente por Finger et al., (2005). Estos investigadores demostraron, en efecto, que
las respuestas electrofisioldgicas de la cuerda del timpano o del nervio glosofaringeo

generadas por los estimulos gustativos estan ausentes en animales transgénicos que no
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expresan los receptores P2X2 y P2X3. Sin embargo, estos animales conservan la
sensibilidad al frio y al tacto indicando que Unicamente la percepcidén gustativa es
afectada. De acuerdo con estos resultados a nivel celular, Finger y col. (2005) reportaron
que los animales doblemente Knockout (Ko) P2X2/P2X3 no presentan respuesta alguna a
la mayoria de los compuestos sapidos en pruebas comportamentales de percepcién

gustativa.

Ademéas de la serotonina y del ATP, se han propuesto neurotransmisores como
noradrenalina (NA), acetilcolina y glutamato; y diversos péptidos como colecistoquinina
(CCK), péptido vasoactivo intestinal (VIP), neuropéptido Y (NPY) y leptina en la
sefializacion gustativa. Sin embargo, la Unica evidencia que permite sugerir la
implicacion de la mayor parte de estos neuromediadores en la percepcidn gustativa, es su
localizacion y la de sus receptores al interior de los corpusculos gustativos (Nagai et al.,
1996; Kawai et al., 2000; Herness et al., 2002; Herness et al., 2005; Shen et al., 2005 y
Zhao et al., 2005).

En lo que concierne al tipo de neurotransmisor implicado en la transmision de la sefial del
corpusculo gustativo hasta NTS, estudios recientes han mostrado que la neuronas de la
region rostral del NTS pueden ser estimuladas por glutamato (Li and Smith, 1997) y la
sustancia P (Davis and Smith, 1997) e inhibidas por el acido y-aminobutirico (Smith and
Li, 1998) y la metencefalina (Li et al., 2003). La presencia de acetilcolinesterasa (AchE)
en la region rostral del NTS y en el nervio glosofaringeo (Barry et al., 1993a), sugiere
que el sistema colinérgico esta también implicado en la modulacion de las sefales

gustativas a nivel del area gustativa del NTS.

La informacion gustativa trasportada por la cuerda del timpano durante la ingestion de
alimentos esta estrechamente asociada a la informacién somatosensorial trasportada por
el nervio trigémino y varios autores sugieren que las dos vias nerviosas interactlan a
diferentes niveles. Dentro de este contexto, Wang y col. (1995) mostraron que la
estimulacion eléctrica del nervio trigémino disminuye la intensidad de las respuestas

gustativas evocadas por NaCl en la cuerda del timpano a través de un mecanismo que
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implica, probablemente, neuromoduladores como los neurotransmisores clasicos (NA y
5-HT) o neuropéptidos. Estas observaciones han sido reforzadas por los trabajos recientes
de Simons y col. (2003) donde mostraron que la capsaicina, una sustancia que activa las
fibras nociceptoras del trigémino, reduciendo las respuestas gustativas evocadas por el
NTS. En el sistema nervioso central, se ha observado una convergencia entre los influjos
somestésicos y gustativos a nivel cortical (Hanamori et al., 1997, Cerf-Ducastel et al.,
2001), taldamica (Nomura and Ogawa, 1985) y en el nlcleo parabranquial (Hayama et al.,
1987).

Por otra parte, se ha propuesto que el NTS podria ser el sitio anatdémico donde la
interaccion de las sefiales gustativas y somatosensoriales provenientes de los corpusculos
tome lugar. Estudios anatomicos en diferentes especies animales, en efecto, han revelado
que un numero importante de proyecciones del nervio trigemino localizadas en la parte
rostral del NTS se superponen con las proyecciones provenientes de la cuerda del
timpano. Ademas, se han registrado neuronas en el NTS que responden a estimulaciones
mecanicas y gustativas (Travers and Norgren, 1995). Sin embargo, se desconoce si estas
células nerviosas responden a la estimulacién mecanica debido a la activacion trigémina
0 de la excitacion de la cuerda del timpano. Finalmente, se establecié que las fibras
nerviosas de la cuerda del timpano presentan una sensibilidad mecanica y térmica a la vez
(Matsuo et al., 1995). Estas observaciones de orden anatomico y electrofisiolégico son
reforzadas por datos de comportamiento y clinicos que sugieren igualmente interacciones
entre estimulos somatosensoriales y gustativos. Por ejemplo, la transeccién a nivel
periférico de las aferentes trigeminales disminuye selectivamente ciertos
comportamientos de ingestién producidos por preferencias alimenticias en la rata
(Berridge and Fentress, 1985) y los pacientes que sufren de lesiones o de neuropatias

trigeminales presentan anomalias de la funcion gustativa (Grant et al., 1987).
Los nervios gustativos (VII, IX 'y X) y la cuerda del timpano (V), participan, por lo tanto,

en la transmision de las sefiales gustativas y somatosensoriales hacia la parte rostral del

NTS. En esta estructura convergen igualmente las sefiales que provienen de otros
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sistemas sensoriales, como la vision y la audicion. Esta riqueza y complejidad de
informacidn sensorial constituye la base de la percepcion del sabor de un alimento.

1.6 Desarrollo y plasticidad del sistema gustativo

Las células gustativas son sometidas a un proceso constante de renovacion, en el raton
por ejemplo, el tiempo de vida promedio de una célula gustativa es de 9-10 dias (Beidler
and Smallmann, 1965; Farbman, 1980). A fin de mantener el mismo nivel y la misma
calidad de las sensaciones gustativas, es indispensable que toda terminacién nerviosa que
se desprende de una célula muerta se fije a una célula en via de diferenciacién que posea
las mismas caracteristicas funcionales, de tal suerte que una fibra nerviosa que estuvo,
por ejemplo, en contacto con una célula que responde a estimulos dulces, forme de nuevo
sinapsis con una célula gustativa del mismo tipo. Los factores celulares, asi como los
mecanismos moleculares que controlan estos procesos constantes de renovacion celular
se desconocen a la fecha en gran medida. Lo mismo ocurre con los mecanismos y/o los
factores implicados en la perdida de la sinapsis, muerte y diferenciacion de las células
gustativas en el adulto. Esta carencia de conocimiento, estriba en gran parte en la
imposibilidad de analizar, in vitro, los procesos de renovacion e innervacion de las
células gustativas aisladas a partir de lenguas de animales adultos. Sin embargo, un cierto
namero de datos se han obtenido a partir de estudios enfocados sobre el desarrollo de las
vias gustativas en embrion (Figura 5). Las papilas y corpusculos gustativos provienen
del endodermo y su formacion en el curso del desarrollo ocurre poco tiempo después de
la aparicién de las primeras fibras nerviosa en la lengua (12.5 dias embrionarios o E12.5)
(Farbman and Mbiene, 1991; Whitehead and Kachele, 1994). Sin embargo, cuando
explantes de endodermo de salamandra o de lengua de rata sin innervacion son sometidos
a cultivo, las papilas gustativas se desarrollan con las mismas caracteristicas morfologicas
y el mismo perfil temporal de diferenciacién que in vivo (Barlow et al., 1996; Farbman
and Mbiene, 1991; Mbiene et al., 1997b). Ademas, los precursores de los corpusculos
gustativos en el epitelio lingual existen antes de que las células sean inervadas (Mbiene
and Roberts, 2003). Estas observaciones han llevado a muchos investigadores a proponer

que el desarrollo de las papilas y corpusculos gustativos es una propiedad inherente al
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epitelio lingual y que estos procesos no dependen de las sefiales provenientes de las fibras
nerviosas (Mbiene et al., 1997b; Barlow et al., 1996; Mbiene and Roberts, 2003).

15.53 e

-

Mbiene and Roberts, 2003

Figura 5. Desarrollo e innervacion de las papilas gustativas en raton. A 11.5 dias de gestacion, las
proyecciones del nervio glosofaringeo estan presentes en la parte posterior de la lengua primitiva (A). A
12.5 dias las fibras nerviosas aparecen a un costado del surco medio de la lengua (B). (C) a los 13.5 dias
embrionarios, la lengua es mas estructurada y el proceso de innervacion esta mas avanzado. (D) a 13 dias
de gestacion, aparecen los precursores de los corplsculos gustativos en el epitelio, mas no se observa
contacto con los nervios localizados en el epitelio lingual. (E) a 13.5 dias embrionarios se observa el arribo
de las terminaciones nerviosas a las estructuras prepapilares. (F) a los 14.5 dias de gestacion las fibras
nerviosas establecen contacto con os precursores de corplsculos gustativos. A los 15.5 dias embrionarios,
se puede observar la papila gustativa desarrollada con la correspondiente innervacion de los precursores de

los corpusculos gustativos (G).

En este sentido, la formacién de las papilas gustativas se distingue del proceso de
desarrollo de otras estructuras sensoriales donde la diferenciacion es inducida por las
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fibras que las inervan. Sin embargo, si bien las papilas gustativas pueden diferenciarse in
vitro en ausencia de innervacion, ellas no pueden garantizar la diferenciacion y
conservacion de los corpusculos gustativos (Barlow, 2003). Ademas, si los nervios facial
o0 glosofaringeo son seccionados se presenta una disminucion progresiva del nimero de
corpusculos gustativos, los cuales reaparecen después de que estos nervios son
regenerados (Hosley et al., 1987; Oakley et al., 1993; Whitehead et al., 1987; Barry et
al., 1993b; Suzuki et al., 1996). Finalmente, la supresion genética del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) o de la neurotrofina 3 (NT3) conduce a una disminucion
severa de la densidad de innervacién gustativa y somatosensorial, del nimero de
corpusculos, asi como del numero de papilas fungiformes (Cooper and Oakley, 1998;
Nosrat et al., 1996; Nosrat et al., 1997; Oakley et al., 1998). Por lo tanto, si bien las
papilas gustativas pueden desarrollarse inicialmente sin innervacion, las neurotrofinas y
otros factores troficos, aun no identificados, liberados por las fibras nerviosas son
esenciales para garantizar la diferenciacion y la conservacion de los corpusculos

gustativos.

Ademas del BDNF y de la NT3, los procesos de diferenciacion de los corpusculos
gustativos pudiesen estar regulados por la proteina sefial sonic hedgehog (Shh), o por los
las proteinas del desarrollo pertenecientes a la familia de las Proteinas morfogénicas de
hueso (Bmp, por sus siglas en inglés), del tipo Bmp2, Bmp4 y Bmp7. Esta propuesta se
basa en las observaciones que indican que la expresion de los ARN mensajeros que
codifican para estas proteinas coincide tanto en tiempo como en espacio con la formacion
de las papilas gustativas (Hall et al., 1999; Jung et al., 1999). Ademas, experimentos
recientes han mostrado que el bloqueo farmacoldgico in vitro de la actividad de Shh 'y
Bmp (2,4y 7) conduce a un aumento del nimero de papilas fungiformes (Hall et al.,
2003; Mistretta et al., 2003) y una disminucion de las mismas (Zhou et al., 2006),
respectivamente. Estos datos sugieren que estos morfégenos son capaces de alterar el

destino de los precursores de las células gustativas.

El epitelio lingual ademas de poseer la capacidad de formar las papilas gustativas de

manera autonoma, también dirige su propia innervacion. Segun Barlow (1999), el
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proceso de innervacion de las células gustativas comprende dos etapas. Durante la
primera etapa, los axones de las neuronas aferentes son orientados hacia la cavidad bucal
por los factores celulares que a larga distancia ejercen un efecto sobre las fibras nerviosas
ya sea de repulsion o de atraccion. Después, las sefiales emitidas por los precursores de
los corpusculos gustativos controlan el desarrollo y especifican el sitio donde debe
establecerse el contacto sindptico entre las terminales de las fibras sensoriales aferentes y
las células gustativas. Otros autores (Rochlin and Farbman, 1998) han sugerido que la
primera etapa de innervacion de los corplsculos gustativos es en parte modulada por la
semaforina 111/D, una sustancia con propiedades repulsivas. La mutacion nula de los
receptores para esta sustancia provoca, de hecho, alteraciones en la trayectoria axonal del
nervio trigémino (Taniguchi et al., 1997), uno de los nervios implicados en la transmision
de las sefiales gustativas percibidas por las papilas fungiformes (Guyton, 1996; Buck,
2000). Por otra parte, el BDNF ha sido implicado en el establecimiento de los contactos
sinapticos especificos entre las células gustativas y las fibras aferentes primarias
(Ringstedt et al., 1999). De hecho, la sobreexpresion de esta proteina reduce el nimero de
terminales nerviosas en los corpusculos gustativos y genera aberraciones morfoldgicas a
nivel sindptico. Considerando la diversidad y multiplicidad de los contactos sinapticos de
los corpusculos gustativos, es probable que ademas de la semaforina I11/D y del BDNF,

existan otros factores implicados en la regulacion de los procesos de innervacion lingual.

Otros factores reguladores de la diferenciacion a los cuales se les propone una
participacion en el desarrollo del sistema gustativo lingual solo en base a su expresion
genética en el epitelio lingual durante el desarrollo son: el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF, por sus siglas en inglés) (Jung et al.,, 1999) y el factor de

diferenciacion neurogenica (NeuroD) (Suzuki et al., 2002).
1.7 Generalidades del sistema serotoninérgico
La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), es un neurotransmisor implicado en la

regulacion de maltiples funciones vitales del organismo. Se encuentra distribuido a través

de vertebrados e invertebrados. En mamiferos, las fuentes esenciales de 5-HT en el
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organismo son: el cerebro y el intestino (Figura 6). En estos dos 6rganos es sintetizada a
partir del aminoacido L-triptofano a través de un proceso que comprende dos etapas:

1. Transformacién del L-triptofano en 5-hidroxitriptofano por accién de la
triptofano hidroxilasa (TPH), de la cual se han descrito dos isoformas TPH1 y
TPH2 (Walther et al., 2003). Esta transformacion es el punto limitante de la
sintesis de 5-HT.

2. Descarboxilacién del 5-hidroxitriptofano en 5-hidroxitriptamina. Esta reaccion es
catalizada por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC, por sus sigla
en inglés)

A nivel central, la 5-HT es sintetizada exclusivamente en neuronas Ilamadas:
serotoninérgicas (Dahlstrom and Fuxe, 1964), lo cual ha sido demostrado por metodos
histoquimicos de fluorescencia. Estos autores mostraron que la mayor parte de los
cuerpos celulares de las neuronas que sintetizan serotonina se localizan en los nucleos
mesencefalicos y bulbares del rafé. A partir de estos ndcleos, las neuronas
serotoninérgicas envian sus proyecciones descendentes que inervan el tronco cerebral y la
medula espinal y ascendentes que inervan diversas estructuras cerebrales como son: la
sustancia negra, el glébulo palido, el putamen, el caudado, el talamo, el hipotalamo y la
corteza cerebral (Ishimura, 1988; Descarries et al., 1990; Tork, 1990). La 5-HT
sintetizada a nivel cerebral es almacenada en vesiculas sinapticas en las terminaciones
serotoninérgicas de donde sera liberada por exocitosis (Martin and Sanders-Bush, 1982;
Fedelman and Quenzer, 1984). En el intestino, la 5-HT es sintetizada en las células
enterocromafines. Cabe destacar que, en mamiferos, 90% del contenido total de
serotonina en el organismo es recapturado en el tracto gastrointestinal y en el plexo
mesentérico (Fedelman and Quenzer, 1984; Gershon, 2003; Gershon, 2004). A partir de
estas estructuras la 5-HT es liberada a la circulacién sanguinea donde es almacenada en

gran medida en las plaquetas.

24



PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

Sistema serotoninérgico central Sistema serotoninérgico periférico
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Figura 6. Sitios de sintesis de serotonina. La serotonina se sintetiza a nivel central en los ntcleos del rafé

y a nivel periférico en células enterocromafines del intestino.

La serotonina liberada en las terminales serotoninérgicas puede actuar sobre los
diferentes receptores de este neurotransmisor e inducir diversos efectos fisioldgicos. La
interaccion serotonina-receptor es, sin embargo, transitoria porque existe a nivel de
sinapsis serotoninérgica procesos de inactivacion que permiten mantener concentraciones
bajas de la amina en el espacio extracelular. Uno de estos procesos implica la
degradacion enzimatica de la 5-HT via la desaminacion oxidativa por la monoamina
oxidasa A (MAO A). La serotonina es igualmente inactivada en el espacio sinaptico a
través de la recaptura via el transportador de serotonina (SERT o 5-HTT, por sus siglas
en inglés) por la neurona presindptica. Una vez recapturada es metabolizada como
mencionamos arriba o reciclada en vesiculas.

Las funciones fisioldgicas de la 5-HT son complejas. Por ejemplo, la densa innervaciéon
serotoninérgica de la medula espinal sugiere que la serotonina interviene en el control de
las aferentes sensoriales y de las eferentes motrices y, por ende, en el control de la
nocicepcion. De acuerdo con esta propuesta, la estimulacion del nicleo del rafé magno
por la administracion intratecal de 5-HT produce en el animal una disminucion de
sensibilidad a los estimulos nociceptivos (Oliveras et al., 1979; Yaksh and Wilson, 1979).

Ademas, la administracion de antagonistas de la 5-HT disminuye el efecto analgésico de
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la morfina (Proudfit and Anderson, 1975). El sistema serotoninérgico inerva igualmente
los ganglios de la base y es, por lo tanto, potencialmente capaz de intervenir en el control
de la motricidad. Las estructuras limbicas son ricas en terminaciones serotoninérgicas en
donde se le atribuye a la serotonina un papel clave en ciertos procesos de aprendizaje
(Decker and McGaugh, 1991), asi como en los mecanismos del control de la emocién y
del humor. También, una falla en el funcionamiento del sistema serotoninérgico esta
clasicamente asociado a la fisiopatologia de la ansiedad (lversen, 1984; Johnston and
File, 1986; Brawman-Mintzer and Yankers, 2004) y de la depresion (Blier et al., 1987,
Curzon, 1988; Eison, 1990; Baldwin and Rudge, 1995; Bourin et al., 2002). A nivel del
hipotalamo, la 5-HT participa en el control de las secreciones neuroendocrinas (Vacher et
al., 2004), en la termoregulacion (Goodwin et al., 1987), en la expresion del
comportamiento sexual (Lucki, 1998; Dias and Crews, 2006) y en la ingesta alimenticia
(Lucki, 1998). A nivel periférico, la serotonina regula la funcién cardiovascular (Ni and
Watts, 2006), la motilidad intestinal (Gershon, 2003 y 2004) y la agregacion plaquetaria

durante la coagulacion.

Independientemente de su localizacion en el adulto, la 5-HT ha sido detectada durante la
divisién del cigoto, gastrulacion y neurulacion en embriones de erizo de mar, rana, pollo
y Drosophila. La presencia de 5-HT y sus receptores en embriogénesis temprana vy la
habilidad que tienen ciertos agente farmacologicos (Lauder et al., 1981) especificos de 5-
HT para interferir con le desarrollo embrionario sugiere que los embriones primitivos
usan 5-HT antes del inicio de la neurogénesis para regular proliferacién celular y/o
movimientos morfogénicos (Lauder, 1988; Colas et al., 1999). Ademas, se ha sospechado
por afos que la serotonina regula morfogénesis craneofacial y cardiovascular: la
administracion de inhibidores de SERT, como son la sertralina o fluoxetina, a cultivos de
embriones de ratén, conduce a malformaciones craneofaciales (Shuey et al., 1992). Por
otro lado, en embriones que crecen en presencia de 5-HT o inhibidores del transportador
de serotonina, se ha reportado un decremento de la proliferacion del miocardio,
mesenguima cardiaco y endotelio indicando que la 5-HH puede regular la proliferacion
celular en el corazon embrionario (Yavarone et al., 1993). La inactivacion genética del

receptor serotoninérgico 5-HT,g (Ko 5-HT2g) conduce a la muerte embrionaria (E11) por
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malformaciones e hipoplasias cardiacas (Nebigil et al., 2000). Los animales homocigotos
-/- para este receptor presentaron una reduccion en los niveles de expresion del receptor
tirosin kinasa, ErbB-2, un receptor de membrana involucrado en eventos de
diferenciacion y proliferacion celular. Finalmente, Mercado y col. (1992, 1998)
demostraron la presencia en conos de crecimiento axonal, de todos los elementos
moleculares necesarios para la union, la captura, y la liberacion de serotonina. Estos datos
refuerzan las observaciones hechas por Sikich y col. (1990), las cuales indicaban que la
serotonina reducia el crecimiento de los axones y la formacion de sinapsis de las
neuronas de la corteza cerebral en cultivo. Estos efectos inhibitorios de la serotonina
sobre la migracion y crecimiento axonal, han sido, igualmente demostrados en diversas
especies de moluscos (Haydon et al., 1984, 1987; McCobb et al., 1988; Lima et al., 1996;
Koert et al., 2001), en peces (Lima et al., 1994), en rata (Sikich et al., 1990) y en raton
(Cases et al., 1996; Upton et al., 1999). Mas recientemente se demostro que la serotonina
juega un papel clave en el establecimiento de los patrones de innervacion de la corteza
somatosensorial y visual (Cases et al., 1996; Upton et al., 1999; Salichon et al., 2001,
Gaspar, 2003).

Las maltiples acciones de la serotonina resultan de su interaccion especifica con
diferentes tipos de receptores. En base a datos farmacologicos, bioquimicos, fisiologicos
y de biologia molecular; se ha admitido, a la fecha, la existencia de al menos 14
receptores serotoninérgicos (Pauwels, 2000; Hoyer et al., 2002), los cuales estan
agrupados en siete familias: 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, 5-HT,4, 5-HTs, 5-HTs, 5-HT7. La
mayoria de los receptores de la serotonina estdn acoplados a una proteina G y su
estimulacion modula, ya sea, la actividad de la enzima adenilil ciclasa, o la de la
fosfolipasa C (PLC). Estos pertenecen, por lo tanto, a la superfamilia de receptores
acoplados a una proteina G como ocurre con algunos receptores del gusto. Los receptores
5-HT; constituyen la excepcion ya que son de tipo ionotrépico como el caso de los

receptores nicotinicos de la acetilcolina y de los receptores no NMDA del glutamato.
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Il. JUSTIFICACION

Un gran nimero de evidencias experimentales han implicado a la 5-HT en la deteccién y
la transmision de las sensaciones gustativas. En particular, se ha mostrado que la
serotonina despolariza las neuronas aisladas de las fibras aferentes primarias que inervan
los corpusculos gustativos (Zhong et al., 1999; Koga and Bradley, 2000), y reduce la
permeabilidad de las células gustativas a los iones de sodio (Imendra et al., 2000;
Imendra et al., 2002) y potasio (Herness and Chen, 1997 y 2000). Por otra parte, las
células gustativas de diversas especies de mamiferos, incluyendo el hombre, tienen la
capacidad de almacenar y de liberar serotonina (Kim and Roper, 1995; Azzali, 1997; Ren
etal., 1999; Yee et al., 2001).

Numerosos estudios han demostrado que la serotonina, ademas de su papel como
neurotransmisor, participa como factor trofico modulando diferentes eventos del
desarrollo como: diferenciacion celular, proliferacion celular, morfogénesis craneofacial,

crecimiento cardiaco y crecimiento y migracion axonal (Buznikov et al., 2001).

Por otro lado, varios estudios sugieren que ademas de modular el funcionamiento de las
vias gustativas en el adulto, la serotonina regula los procesos de innervacion y formacion
de las papilas y corplsculos gustativos. Estudios efectuados en embriones de rata, han
mostrado que el ARNm que codifica para el transportador de 5-HT (5-HTT) se expresa
en células del epitelio lingual (Hansson et al., 1999). Ademas, ambas isoformas de
monoamina oxidasa (A y B), la enzima responsable del catabolismo de la serotonina, han
sido también encontradas en el epitelio lingual de raton de 17 dias de desarrollo
embrionario (Vitalis et al., 2002). Finalmente, se ha demostrado la presencia de
serotonina en células basales de los corpusculos gustativos de ajolote (Barlow et al.,
1996). La importancia de estas observaciones reside en el hecho de que las células
basales de estos anfibios estan implicadas en el mantenimiento de la integridad
morfoldgica de las células gustativas, asi como en el inicio del proceso de formacion e

innervacién de los corplsculos gustativos (Barlow et al., 1996; Toyoshima et al., 1999).
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Todas estas evidencias experimentales sugieren la presencia de un sistema
serotoninérgico inherente al epitelio lingual, el cual no ha sido demostrado. La presencia
de la mayoria de los componentes de dicho sistema en etapas embrionarias, ademas de
los antecedentes de la participacion de la serotonina en diferentes eventos del desarrollo,
nos lleva a establecer la siguiente hipétesis de trabajo:

1. HIPOTESIS

“Existe sintesis de serotonina en el epitelio lingual la cual participa en el desarrollo de las
papilas gustativas.”
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IV. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la posible participacion trofica de la serotonina en el desarrollo de las papilas

gustativas.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la posible expresion de la TPH, la enzima limitante en la sintesis de 5-
HT, en las papilas gustativas de raton en desarrollo.

2. Determinar la funcionalidad de dicha enzima, es decir, saber si existe sintesis de
serotonina in situ o si esta monoamina proviene de otra fuente.

3. Evaluar el efecto de la carencia de la TPH1 en el desarrollo de las papilas

gustativas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1. 1 Animales

En nuestros experimentos se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6J a diferentes etapas
del desarrollo, controles y Knockout para la TPH1 (Ko TPH1), los cuales fueron
adquiridos de Charles River (Francia) y donados por el Dr. Michael Bader del Centro
Max Delbriick para la “Medicina Molecular” (Alemania), respectivamente. La
generacion del animal Ko TPH1 es descrita en Walther et al., (2003). Los animales
fueron mantenidos en ciclos de luz-abscuridad de 12 h con agua y alimento ad libitum.

La mafiana en la que a las hembras se les observo tapon vaginal se consideré dia

embrionario 0 (EO) o inicio de la gestacion.

Las manipulaciones de los animales fueron realizadas de acuerdo con la directiva del 24
de noviembre de 1986 de la Union Europea concerniente al uso y cuidado de animales

utilizados con fines cientificos.

V1.2 Obtencion de las muestras

VI1.2.1 Biologia molecular

Para estudios de biologia molecular se utilizaron muestras de papila caliciforme de ratén
de tres etapas diferentes de desarrollo embrionario: 13, 15y 17 dias embrionarios (E13,
E15y E17), y de animales neonatos ¢ O dias postnatal (P0). Las hembras de 13, 15y 17
dias de gestacion fueron sacrificadas por dislocacion cervical y por cesarea se extrajeron
los embriones. Los embriones y ratones neonatos fueron decapitados para obtener la
lengua. A las lenguas obtenidas se les diseco por microdiseccién la papila caliciforme
(Figura 7). Debido al reducido tamafio de la papila (1-2 mm de didmetro en el ratén
adulto), se realiz6 una coleccion de 2-4 papilas caliciformes para las cuatro etapas del

desarrollo estudiadas.
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VI1.2.2 Inmunohistoquimica
Para analisis inmunohistoquimico, lenguas de ratones E15, E17, PO, P11 y adultos fueron
extraidas y se les diseco las papilas caliciformes y papilas fungiformes (Figura 7) para

los diferentes experimentos de inmunomarcaje.

V1.2.3 Tincion de hematoxilina-eosina
Para determinar la morfologia de las papilas caliciformes, se extrajeron lenguas de
ratones neonatos (P0) a los cuales se les disecaron las papilas caliciformes (Figura 7) y

se realizd la tincion de hematoxilina-eosina.

Fapila caliciforme

Fapila foliada

+— Papila fungiforme

Figura 7. Esquema de diseccion de las diferentes papilas de la lengua de ratén. Vista superior de la

regién lingual a partir de la cual se obtuvieron las muestras utilizadas en los diferentes experimentos.
V1.3 Analisis de la expresion genética de la TPH1 y la TPH2

V1.3.1 Extraccién del ARN total

El ARN total fue extraido usando el reactivo de Trizol. Después de la diseccion, las
papilas caliciformes fueron inmediatamente introducidas en un tubo Eppendorf libre de
ARNasas y ADNasas que contenia 500 pL de TRIZOL® (Invitrogen) y homogeneizadas
con ayuda de un mini polytron. EI homogeneizado se agit6 por 15 segundos y en
presencia de 200 uL de cloroformo por mililitro de TRIZOL® usado para homogeneizar.

La mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente por 3 minutos y centrifugada a 12, 000
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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 5-10 minutos a temperatura ambiente se centrifug6 (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 dejo secar por 10 minutos a temperatura ambiente (TA).
Finalmente el ARN fue resuspendido en 20 puL de agua libre de ARNasas (Invitrogen).

El ARN obtenido se trato con 1 unidad (U) de DNase libre de RNase (Promega) en un
medio de reaccion (Promega) durante 30 minutos a 37°C. Después de un proceso de
purificacion, el ARN fue recuperado en 20 puL de agua libre de ARNasas. EI ARN se

guardo a -80°C para evitar la degradacion.

V1.3.2 Cuantificacion y analisis de la pureza del ARN

Debido a la necesidad de conocer la concentracion exacta de ARN en nuestra solucion
para la realizacion de nuestros experimentos, se realizd la cuantificacion por
espectrofotometria en diluciones 1:100 del ARN total obtenido, con agua estéril. Las
bases puricas y pirimidicas absorben a 260 nanometros (nm); 1 unidad de densidad Optica
(DO) a 260 nm corresponde a una solucion de 40 ug de ARN/ mL. Es igualmente posible
detectar una posible contaminacién proteica debido a que las proteinas absorben a 280
nm, una relacion DO26/DO2so > 1.8 nos indica que nuestra solucion de ARN es de alta

pureza.

V1.3.3 Reaccidn de transcripcion reversa (RT)

Esta reaccion es utilizada para sintetizar ADN complementario (ADNCc) 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 retrotrancriptasas 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 ramdom primers) y dNTP’s en un

medio de reaccion favorable para la enzima.
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Dos microgramos de ARN total se utilizaron para la sintesis de ADNc usando 40 U de
Superscript 11 RNaseH-Reverse-Transcriptase (Invitrogen). La reaccion fue conducida en
un volumen total de 20 uL siguiendo las instrucciones del fabricante. En cada reaccion se
corrié un control en el cual la enzima transcriptasa reversa fue sustituida por agua. Dicho
control fue identificado como RT negativo. La concentracion de ADNc fue determinada
por espectrofotometria a 260 y 280 nm en una dilucion 1:50 con agua esteril.

V1.3.4 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

El objetivo de la técnica de PCR es amplificar in vitro un fragmento de ADN de interés,
simulando la sintesis de ADN in vivo. Cada cadena de ADN sirve de matriz para la
sintesis de la cadena complementaria. Si el proceso es repetido, la reaccion en cadena va
a doblar el nimero de moléculas. Asi, después de 20 ciclos (repeticiones) se obtienen 2%°

veces el nimero de templado inicial.

El ciclo comprende tres etapas: desnaturalizacion, que consiste en separar las dobles
cadenas en cadenas sencillas aplicando calor; alineamiento, en esta etapa los cebadores u
oligonucledtidos se hibridan con la matriz y finalmente la etapa de extension, donde se
sintetizan las cadenas complementarias a la matriz a partir de los oligonucleétidos
hibridados. La reaccion se efectia en el mismo tubo, solo la temperatura varia. Estos
cambios de temperatura no afectan la actividad enzimatica debido al empleo de una ADN

polimerasa termoestable.

Las aplicaciones de esta técnica son numerosas. Asi, la PCR es utilizada para analizar de
manera cualitativa la presencia de un fragmento de ADN o de ARN cuando este es
convertido a ADNc por la RT. Esta etapa previa es necesaria porque la matriz, a partir de
la cual el fragmento de interés es amplificado, debe ser de ADN. De esta manera, la PCR
permite determinar la expresion de ARNm que codifiquen para una proteina o para un
péptido de interés. En este trabajo hemos utilizado esta técnica para la determinacion de
la expresion de la triptofano hidroxilasa 1 (TPH1) y de la triptofano hidroxilasa 2 (TPH2)

en papilas gustativas de raton en desarrollo.
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Las condiciones de la PCR pueden ser adaptadas a diferentes experimentos:

La eleccion de los oligonucle6tidos es de gran importancia. La composicion influencia su
temperatura de fusion (Tm) y el grado de hibridacién de la matriz en funcion de la
temperatura. Ciertas secuencias de oligonucledtidos pueden adoptar estructuras
secundarias afectando, de esta manera, la correcta hibridacion de los oligonucleétidos con
la matriz. Asi, la composicion nos dird si es posible una eventual formacién de
estructuras secundarias, ademas de la Tm de los oligonucle6tidos, a partir de la cual se
establecera la temperatura 6ptima de hibridacion.

La temperatura de hibridacion es determinante. Si la temperatura de hibridacion optima
se establece principalmente en funcion de la Tm de los oligonucleotidos, es posible tener
variaciones significativas en nuestros resultados. Por esta razon se precisa una busqueda
de la temperatura 6ptima de hibridacion, la cual se encuentra a temperaturas cercanas de
la Tm. Para esta busqueda se requiere tener en mente las siguientes consideraciones: la
disminucion de la temperatura puede conducir a la amplificacion inespecifica, es decir,
amplificacion de fragmentos diferentes a los de interés; a medida que se eleve la
temperatura de hibridacion, mas especifica sera la reaccion. Sin embargo, el aumento de
la temperatura disminuye frecuentemente la eficacia de la reaccion, debido a que esta

situacion dificulta la hibridacion de los oligonucle6tidos con la matriz.

La duracién de las diferentes etapas varia en funcion de la naturaleza del fragmento a
amplificar y de la ADN polimerasa utilizada. En el caso de fragmentos largos, los
tiempos de elongacion y de desnaturalizacion deberan eventualmente ampliarse

comparado a fragmentos mas cortos.

Para determinar la expresion de la TPH1 y TPH2, 2 uL de producto de reaccion de la
transcripcion reversa se utilizaron como matriz para la PCR usando AccuPrime™ Pfx
DNA Polymerase (Invitrogen). La reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 50 pL
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Reacciones conducidas en productos de

RT donde se omitid la transcriptasa reversa se utilizaron como control en el andlisis de
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expresion. Los parametros de PCR fueron: un paso inicial de desnaturalizacion de 2
minutos a una temperatura de 94°C seguido por 35 ciclos de 60 segundos a 94°C, 60
segundos a 54.8°C y 90 segundos a 72°C en el caso de la amplificacion de la TPH1, enel
caso de la TPH2, el tnico parametro diferente con respecto a la TPH1 fue la temperatura
de hibridacion, la cual fue de 60.3°C para este caso. En los dos casos, se realizo un ciclo
final de extension por 10 minutos a 72°C. En la Tabla I se presentan los oligonucleétidos
utilizados para amplificar fragmentos especificos de ambas isoformas de TPH. Los
oligonucle6tidos utilizados para la amplificacion de la triptofano hidroxilasa 1 (TPH1),
corresponde a los nucle6tidos 1775-2015 de la secuencia de la TPH1 de raton disponible
bajo el codigo de acceso NM_009414, la talla del fragmento amplificado es de 240 pares
de bases. Para la amplificacion de la triptofano hidroxilasa 2 (TPH2, cddigo de acceso
NM_173391), la posicion de los nucleotidos es de 1324-1714, el fragmento amplificado
para este caso es de 390 pares de bases. Los productos de PCR fueron resueltos por

electroforesis en un gel de agarosa.

Tabla I. Secuencias de los oligonucleédtidos utilizados en los experimentos de PCR para el analisis de
la expresion genética de la TPH1y TPH2.

Oligonucleotido Secuencia

TPH1 (sentido) S’TGATGGTTTCCAGTGCATATCC3’
TPHL1 (antisentido) 5’CGTGGCACGTGAACTATATTTS’

TPH2 (sentido) STTTGACCCAAAGACGACCTGCTTGCAY
TPH2 (antisentido) S’TGCATGCTTACTAGCCAACCATGACACAS’

V1.4 Analisis de la expresion relativa de la TPH1y TPH2
Existen diferentes métodos para la cuantificacién de ARNm, entre estos se encuentra el

northern blotting, el ensayo de proteccién de la ribonucleasa (Ribonuclease Protection
Assay, RPA), la hibridacion in situ y la PCR en Tiempo Real (Real Time PCR). La PCR

36




PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

en Tiempo Real es el método méas sensible y puede discriminar ARN mensajeros de
secuencias casi idénticas. Este método utiliza un compuesto fluorogeénico, el cual tiene la
capacidad de unirse Unicamente a moléculas de ADN de doble cadena y fluorescer. Por lo
tanto, un aumento en la concentracion de ADN lleva a un aumento proporcional en la
fluorescencia. La cuantificacién puede ser absoluta o relativa. En la cuantificacion
absoluta se precisa de una curva estandar generada a partir de diluciones de ADNc de
concentracion conocida. En la cuantificacion relativa, cambios en la expresion de un gen
o diferencias en la expresion de dos 0 mas genes pueden ser determinadas normalizando
los resultados de PCR en Tiempo Real contra un gen de referencia también conocido
como control interno. Como control interno se utilizan genes que se expresen de manera
constante, es decir, que los niveles de expresion no cambien con las condiciones
experimentales. La PCR en Tiempo Real exige oligonucleotidos que amplifique
fragmentos con una longitud de 70 a 150 paras de bases, por esta rezon, para nuestro

estudio se opto por disefiar oligonucleotidos adecuados para dicho experimento.

V1.4.1 Seleccidn y validacion de los oligonucleodtidos

Se disefiaron oligonucleotidos para TPH1 (NM_009414) y TPH2 (NM_173391) de ratén
(Mus musculus). Para el disefio de los oligonucledtidos se considero el alto grado de
identidad entre ambas isoformas de triptofano hidroxilasa (71%). Los oligonucle6tidos
obtenidos debian hibridar en sitios no homologos o lo mas divergentes posible entre
ambas isoformas de triptofano hidroxilasa, para garantizar la especificidad de los
productos de amplificacion. En la Tabla Il se presentan los oligonucle6tidos utilizados
para el analisis de la expresion relativa por PCR en Tiempo Real de la TPH1 y la TPH2.
Los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion de la triptofano hidroxilasa 1
(TPH1), corresponde a los nucledtidos 99-205 de la secuencia de la TPH1 de raton
disponible bajo el codigo de acceso NM_009414, la talla del fragmento amplificado es de
106 pares de bases. Para la amplificacion de la triptofano hidroxilasa 2 (TPH2, cddigo de
acceso NM_173391), la posicion de los nucledtidos es de 2044-2144, el fragmento

amplificado para este caso es de 100 pares de bases.
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Tabla Il. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados en los experimentos de PCR en Tiempo Real
para el analisis de la expresion relativa de la TPH1 y TPH2.

Oligonucleotido Secuencia

TPH1 (sentido) 5’CACGAGTGCAAGCCAAGGTTT3’
TPH2 (antisentido) 5’AGTTTCCAGCCCCGACATCAG3’

TPH2 (sentido) 5’GAGTTGCTCCACGCTTTGC3’
TPH2 (antisentido) 5’ACACTCAGTCTACATCCATCCC3

Para verificar la especificidad de ambos pares de oligonucleotidos se realizO una
amplificacion por PCR en Tiempo Real. Al final de la reaccion de PCR el aparato
proporciona una curva de disociacion, también Ilamada curva de fusion, si se observa un
solo pico es indicio de especificidad. Por el contrario, si se observan dos 0 mas picos
significa que no hay especificidad en la reaccion, es decir, ademas de nuestro amplificado

de interés tenemos amplificacion inespecifica.

V1.4.2 Validacion del control interno

Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos se elige como patron un gen
de referencia (control interno) que no varie su expresion con las condiciones
experimentales. EI ARNr 18S satisfizo los criterios de eleccién, por lo que fue elegido
para nuestro estudio como el control interno. En la Tabla Ill se presentan los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del control interno. Los aligonucleétidos

corresponden al gen ARNr 18S.

Tabla I11. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados en los experimentos de PCR en Tiempo Real
para la amplificacion del control interno.

Oligonucleétido Secuencia
ARNTr 18S (sentido) 5’ACGGAAGGGCACCACCAGGAG3’
ARNr 18S (antisentido) 5’"GCACCACCACCCACGGAATCG3’
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V1.4.3 PCR en Tiempo Real

El experimento se realiz6 con el iCycler iQ Real-Time PCR detection system instrument
de BioRad Laboratories (Hercules, CA, USA). La preparacion de la mezcla para la
reaccion de PCR fue como sigue: en un tubo para PCR libre de ARNasas y ADNasas, se
colocaron 4.5 uL (4 ng/uL) de las muestras de ADNc obtenido en V.3.3, 25 uL de 2X
QuantiTect SYBR green PCR Master Mix (Qiagen) y 1.5 puL (10 pmol) de cada uno de
los oligonucledtidos.

Todos los ensayos se efectuaron atendiendo los siguientes parametros de PCR: un paso
inicial de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C y 40 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30
segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C. Para asegurarnos de que los resultados obtenidos
provenian de la amplificacion de la TPH1 y TPH2, los productos de PCR se resolvieron
por electroforesis en gel de agarosa.

Para este analisis se realizaron dos experimentos de muestras independientes de ARN,

cada experimento fue ejecutado por triplicado.

V1.4.4 Analisis de los datos obtenidos de la PCR en Tiempo Real

Los niveles de expresion relativa de los ARN mensajeros de la TPH1 y la TPH2 se
calcularon usando el método comparativo ACt descrito por Livak and Schmittgen (2001)
usando el ARNr 18S como gen de referencia. El ciclo umbral (C+), el cual corresponde al
ciclo de amplificacion en el cual la fluorescencia excede el ruido de fondo, fue
determinado para la TPH1, TPH2 y ARNr 18S en todas las muestras y en el mismo
ensayo, el cual fue realizado por triplicado. Posteriormente, se calculd la cantidad relativa
de TPH1 o TPH2 normalizada a la expresién endogena de ARNr 18S usando la formula
22T donde ACt = Cr (tpH1 o TPH2) — Cr(arnr 185). La aplicabilidad del método ACt fue
validada determinando como varia la eficiencia de amplificacion de los genes de las dos
isoformas de TPH y ARNr 18S, con la dilucion de matriz. Estos experimentos
preliminares mostraron que la eficiencia de amplificacion de la PCR fue la misma para
los tres genes. Es decir, las diferencias en Ct entre los tres genes se conservaron no

importando el grado de dilucion de la matriz.
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V1.4.5 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 expresidn relativa de cada una de las
isoformas de TPH durante el curso del desarrollo embrionario, dicho anélisis se realizd
mediante la prueba, “t” de Student.

V1.5 Inmunohistoquimica

La utilizacién de la inmunohistoquimica recae en la propiedad que tienen los anticuerpos
de formar, con los antigenos correspondientes, complejos inmunes estables expresados
sobre un corte histoldgico. De esta manera, la técnica aporta informacion precisa sobre la
localizacion celular de una molecula determinada. EI complejo antigeno-anticuerpo
obtenido no es visible de manera natural, por ello es necesario recurrir a artificios
susceptibles de visualizar. Para este fin, se utilizan anticuerpos (anticuerpos secundarios)
acoplados a una molécula fluorescente o a una molécula donde la oxidacién produzca un
precipitado coloreado. El anticuerpo secundario puede ser, de la misma manera, acoplado

a un sistema de amplificacion de sefial como la biotina.

En este trabajo hemos utilizado la técnica de inmunohistoquimica para:

1. Determinar la expresion de la enzima triptofano hidroxilasa (TPH) en papilas
caliciformes a diferentes etapas del desarrollo.

2. Definir la localizacion celular de la TPH en el epitelio lingual.

3. Determinar la sintesis de serotonina en las papilas gustativas de ratdn adulto.

4. Analizar el efecto de la inactivacion genética de la TPH1, una de las dos
isoformas de la enzima responsable de la sintesis de serotonina, sobre el sistema

gustativo lingual.

Los anticuerpos utilizados en estos experimentos se describen en la Tabla V.
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Tabla IV. Anticuerpos utilizados en los experimentos de inmunohistoquimica.

Estructura Anticuerpo | Tiempo de Dilucién Revelacion
diana (anticuerpo | incubacion (anticuerpo
primario) secundario)

Biotinilado anti-raton.
TPH Anti-TPH 48 h 1:250 Estreptavidina acoplada
a la Alexa 488 6 568

Fibras gustativas Anti-PGP 9.5 16 h 1:1000 Anti-conejo acoplado a
la Alexa 488
Células gustativas Anti-gustducina 48 h 1:1000 Anti-conejo Alexa 568

diferenciadas

Biotinilado anti-rata.

Serotonina Anti-serotonina 36 h 1:250 Estreptavidina acoplada
a la Alexa 568
Biotinilado anti-rata.
Corpusculos TROMA-1 16 h 1:100 Estreptavidina acoplada
gustativos a la Alexa 568

Los controles negativos utilizados en los experimentos de inmunohistoquimica

consistieron en el cambio del anticuerpo primario por PBS.

V1.5.1 Inmunodeteccion de la TPH

Para la deteccion inmunohistoquimica de la triptofano hidroxilasa, las lenguas disecadas
de embriones E15, E17 y de animales neonatos (P0O) fueron fijadas en una solucion fria de
paraformaldehido (PAF) al 4 % en PBS. Después de la fijacion durante toda la noche a
4°C, las lenguas fueron crioprotegidas en sacarosa al 30% en PBS por un periodo
adicional de 24 h o hasta que los bloques de tejido tocaran el fondo del contenedor,
orientadas en material de inmersion OCT (Polyscience) y almacenadas a -80°C hasta el
dia de la obtencion de los cortes. Se obtuvieron cortes linguales de la papila caliciforme
con el uso de un criostato a un espesor de 16 pm, los cortes obtenidos fueron colocados
en laminillas para microscopio Superfrost® (MENZEL-GLASER) gelatinizadas, se
dejaron secar a TA por 30 minutos y almacenados a -80°C hasta el dia del experimento.

A la salida de -80°C las laminillas se dejaron atemperar por 30 minutos. Posteriormente,
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los cortes fueron lavados con PBS e incubados en buffer de bloqueo (0.5mg/mL de
albdmina de suero bovino, 3% de suero normal de cabra, 0.3% de Triton X-100 en PBS)
por 1 h a TA y luego expuestos a un anticuerpo anti-TPH monoclonal de raton (Clona
WH-3, Sigma) a una dilucién 1:250 en buffer de bloqueo por 48 h a 4°C. A la salida del
refrigerador las laminillas se atemperaron por 1 h. Después de la remocién de la solucion
del anticuerpo primario, los cortes fueron lavados 4 veces por 5 minutos (4 X 5 minutos)
con PBS e incubados por 2 h a TA en la obscuridad con una solucién de PBS que
contenia el anticuerpo secundario biotinilado anti-ratén (1:300, Molecular Probes), luego
lavados con PBS 4 x 5 minutos y expuestos a la Estreptavidina acoplada a la Alexa 488
(1:300, Molecular Probes) durante 30 minutos a TA. Después de la eliminacién de la
estreptavidina las laminillas fueron lavadas 3 x 10 minutos con PBS, cubiertas con
soluciéon de montaje VectaShield (Vector Labs) y guardadas a 4°C hasta la

documentacion.

V.5.2 Inmunolocalizacion de la TPH en el epitelio lingual

Para determinar la localizacion de la TPH se exploraron dos estructuras diferentes, las
fibras aferentes primarias (fibras gustativas) y células gustativas. Para el primer caso un
comarcaje con los anticuerpos anti-TPH y anti-PGP 9.5 (Biogenesis), un anticuerpo
policlonal de conejo que reconoce al carboxilo terminal de una ubiquitina hidrolasa, fue
utilizado en ratones PO. Para el segundo caso el doble marcaje fue con los anticuerpos
anti-TPH y anti-Gustducina monoclonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology), un
anticuerpo que reconoce a la subunidad a de la Proteina G presente en células gustativas
diferenciadas, conocida como Gustducina. Los animales para este estudio fueron de 11
dias postnatales (P11), etapa del desarrollo en la cual las células gustativas alcanzan su

diferenciacion y su identificacion es precisa.

Los ratones PO fueron sacrificados por decapitacion y las lenguas extraidas fueron fijadas
en PAF al 4% en PBS. Después de la fijacion durante toda la noche a 4°C, las lenguas
fueron crioprotegidas en sacarosa al 30% en PBS por 24 h, orientadas en material de
inmersion OCT y almacenadas a -80°C hasta el dia de la obtencion de los cortes. Por

criostato se obtuvieron cortes de 16 um de la papila caliciforme, los cuales se dejaron
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secar a TA por 30 minutos en laminillas gelatinizadas y se guardaron a -80°C hasta el dia
del experimento. Después de ser lavados con PBS se incubaron los cortes en un buffer de
bloqueo (0.5mg/mL de albimina de suero bovino, 3% de suero normal de cabra, 0.3% de
Triton X-100 en PBS) por 1 h a TA. Después de la remocion de la solucién de bloqueo,
los cortes se incubaron por 48 h a 4°C en buffer de bloqueo que contenia una mezcla de
los anticuerpos primarios: anti-TPH (1:250) y anti-PGP 9.5 (1:1000). Después de que las
laminillas que contenian los cortes se atemperaron por 1 h, fueron lavadas 4 x 5 minutos
con PBS y expuestas a una mezcla de los anticuerpos secundarios: biotinilado anti-raton
(1:300) y anti-conejo Alexa 488 por 2 h. Posteriormente, se lavaron 4 x 5 minutos con
PBS y se incubaron por 30 minutos en PBS + Estreptavidina acoplada a la Alexa 568.
Después de 3 lavados por 10 minutos las laminillas fueron montadas con VectaShield y

guardadas a 4°C hasta documentacion.

Para el comarcaje TPH/Gustducina, los animales P11 fueron decapitados y las lenguas
disecadas fueron fijadas durante toda la noche a 4° C en una solucién de PBS con 4% de
PAF. Despues de la fijacion los tejidos fueron crioprotegidos en sacarosa al 30% por 24
h, orientadas en OCT y guardadas a -80°C hasta la realizacion de los cortes. Los cortes se
obtuvieron y guardaron como se menciono arriba hasta el experimento. A la salida de
-80°C los cortes se dejaron atemperar por 30 minutos y posteriormente se incubaron en
un buffer de bloqueo (0.5mg/mL de albimina de suero bovino, 3% de suero normal de
cabra, 0.3% de Triton X-100 en PBS) por 1 h a TA. Después de la remocién del buffer de
blogueo, los cortes fueron expuestos a una solucion de buffer de bloqueo que contenia los
anticuerpos primarios anti-TPH (1:250) y anti-Gustducina (1:1000) a 4°C por 48 h. Una
vez terminado el periodo de incubacion, las laminillas se dejaron atemperar por 1 h y se
expusieron a una solucion de PBS que contenia una mezcla de los anticuerpos
secundarios biotinilado anti-raton (1:300) y anti-conejo Alexa 568 (1:300) a TA por 2 h.
Después de 4 lavados por 5 minutos, se incubaron en Estreptavidina acoplada a la Alexa
488 a una dilucion 1:300 con PBS por 30 minutos a TA, se lavaron 3 x 10 minutos con

PBS, se montaron en VectaShield y se almacenaron a 4°C hasta documentar.
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V1.5.3 Determinacién de sintesis de serotonina en el epitelio lingual

Para poner en evidencia la sintesis de serotonina y con ello demostrar la existencia de un
sistema serotoninérgico inherente al epitelio lingual se realiz6 un comarcaje con los
anticuerpos anti-TPH vy anti-serotonina monoclonal de rata (SEROTEC). El estudio fue
conducido en animales adultos por cuestiones técnicas, ya que el inmunomarcaje de
serotonina requiere de una administracién de precursor de la serotonina para que el

marcaje pueda ser visualizado.

Ratones adultos de 2 meses de edad controles y Ko TPH1 fueron administrados con L-
triptofano, via intraperitoneal, a una dosis de 100 mg/Kg de peso (Fujimiya et al., 1986) y
sacrificados por dislocacion cervical 1 h después del tratamiento. Los animales
descerebrados fueron perfundidos con una solucion fria de PAF al 4% vy las lenguas
fueron disecadas y fijadas en PAF al 4% a 4°C por una noche. Después, fueron
crioprotegidas con sacarosa al 30% por 24 h, orientadas en OCT y almacenadas a -80°C.
Cortes de las papilas caliciformes de 16 um de espesor fueron obtenidas. Posteriormente,
los cortes fueron lavados con PBS e incubados en una solucién de buffer de bloqueo
(0.5mg/mL de albumina de suero bovino, 3% de suero normal de cabra, 0.3% de Triton
X-100 en PBS) por una hora a TA. Una vez removido el buffer de bloqueo, los cortes
fueron expuestos a los anticuerpos primarios anti-TPH (1:250) y anti-5-HT (1:250) por
48 h a 4°C. Después de la remocion de los anticuerpos los cortes fueron lavados 4 x 5
minutos con PBS e incubados en una mezcla de anticuerpos secundarios biotinilado anti-
rata (1:1500, Molecular Probes) y anti-raton Alexa 488 (1:250, Molecular Probes) por 2 h
a TA. Los anticuerpos secundarios fueron eliminados por lavados 4 x 5 min con PBS y
los cortes se incubaron con Estreptavidina acoplada a la Alexa 568 por 30 minutos a TA.
Después de lavar 3 x 10 minutos, las laminillas se montaron en VectaShield y guardaron

a 4°C hasta ser documentadas.

VI.5.4 Anélisis del efecto de la inactivacion genética de la TPH1 sobre el sistema
gustativo lingual
Para conocer el efecto que pudiese tener la carencia de la TPH1 sobre el fenotipo

gustativo, se evaluaron las diferencias en la innervacion de las papilas caliciformes, la
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diferencia en el numero de papilas fungiformes y las diferencias morfoldgicas de la
papila caliciforme entre animales control y Ko TPH1. El estudio fue conducido en
animales neonatos, etapa en la cual se pueden evaluar los efectos producidos por la

carencia de la TPH1 durante la etapa del desarrollo.

El inmunomarcaje de la innervacién gustativa de las papilas caliciformes se efecttio con
el anticuerpo anti-PGP 9.5. El andlisis se realizo en papilas caliciformes debido a que la
innervacion aqui, a diferencia de las demas papilas, presenta un patrén bien definido y
por consiguiente, cualquier alteracion en la innervacion se aprecia facilmente. Las
lenguas obtenidas de animales neonatos, controles y Ko TPH1, decapitados se fijaron por
1 dia en etanol 4cido (70% EtOH + 10% &cido acético en PBS) a 4°C. Se transfirieron a
una solucion de sacarosa al 30% por 24 h para protegerlas del congelamiento, se
orientaron en OCT y almacenaron a -80°C. Los cortes (16 pm) obtenidos se lavaron 4 x 5
minutos con una solucién de PBS que contenia 0.4% de Triton X-100. Posteriormente,
los cortes fueron incubados por 1 h en una solucién de PBS que contenia 3% de suero de
cabra. Durante toda una noche a 4°C los cortes fueron expuestos a una solucion del
anticuerpo anti-PGP 9.5 (1:1000) en PBS. Después de atemperarse por una hora, los
cortes fueron lavados 4 x 5 minutos con PBS e incubados con el anticuerpo secundario
anti-conejo Alexa 488 (1:300) en PBS por 30 minutos a TA. La solucion con el
anticuerpo secundario fue removida con 3 lavados por 10 minutos con PBS. Finalmente

las laminillas se montaron con VectaShield y guardaron a 4°C hasta la documentacion.

Para evaluar posibles variaciones en el nimero de papilas fungiformes se realiz6 un
comarcaje con los anticuerpos anti-PGP 9.5 y TROMA-1 (Molecular Probes) anticuerpo
monoclonal de rata, los cuales reconocen fibras de los nervios gustativos y citoqueratina-
8, un marcador de células gustativas basales, respectivamente. Con este comarcaje es
posible visualizar las papilas fungiformes y por consiguiente, ser contabilizadas.
Animales PO control y Ko TPH1 fueron sacrificados por decapitacién. Después de su
diseccion, las lenguas se incubaron toda la noche a 4°C en una solucién de PBS que
contenia 10% de &cido acético y 70% de etanol. Después de su fijacion, el tejido es

transferido a una solucion de PBS con 30% de sacarosa y almacenado a 4°C por 24 h. Al
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término de su fijacion y crioproteccion, los bloques de lengua que contenian las papilas
fungiformes, se orientaron y fijaron en OCT y se almacenaron a -80°C hasta la obtencion
de los cortes. Los cortes obtenidos (30 um) en laminillas gelatinizadas se guardaron a -
80°C para evitar la degradacion de nuestros tejidos. A la salida del congelador, las
laminillas se dejaron atemperar por 30 minutos a TA y se lavaron 4 x 5 minutos con una
solucion de PBS que contenia 0.4% de Triton X-100. Posteriormente, los tejidos se
incubaron en una solucién de suero de cabra al 3% en PBS por 1 h a TA y expuestos
durante toda la noche a 4°C a una solucién de PBS que contenia una mezcla de los
anticuerpos primarios TROMA-1 (1:100) y PGP 9.5 (1:1000). Después de la remocién de
los anticuerpos primarios, los cortes se lavaron 4x 5 veces con PBS y se incubaron
durante 1 h a TA en una solucion de PBS que contenia los anticuerpos secundarios a las
siguientes diluciones: biotinilado anti-rata (1:1500) y anti-conejo Alexa 488 (1:300). A la
incubacion le siguio 4 lavados por 5 minutos cada uno con PBS y la exposicion a la
Estreptavidina acoplada a la Alexa 568 durante 30 minutos a TA. Finalmente los cortes
se lavaron 3 x 10 minutos, se montaron en VectaShield y guardaron a 4°C hasta la
documentacion. La contabilizacion del nimero de papilas fungiformes fue realizada con
ayuda de un microscopio de fluorescencia, el nimero de papilas se determino sumando
las papilas presentes en todos los cortes obtenidos de las dos terceras partes anteriores de
la lengua, zona donde se localizan las papilas en cuestion. Los datos obtenidos fueron

analizados con “t” de Student por medio del paquete estadistico Graphpad Prism 4.0.

Para evaluar la morfologia de las papilas gustativas se eligieron a las papilas caliciformes,
debido a que la morfologia de estas, a diferencia de las demas papilas, es constante en
todos los animales. Los parametros evaluados fueron la amplitud y la altura de la papila
(Figura 8). Para este proposito la técnica utilizada fue la tincion de Hematoxilina-Eosina,
cuyo procedimiento es descrito a continuacion. Ratones neonatos controles y Ko TPH1
fueron decapitados y se les extrajo la lengua, las cuales se fijaron en PAF al 4% en PBS a
4°C. Después, los bloques de tejido que contenia la papila caliciforme fueron
crioprotegidos en PBS con sacarosa al 30% por 24 h a 4°C y orientados en OCT. Se
obtuvieron cortes de 16 um en laminillas gelatinizadas, los cuales fueron fijados con

etanol al 96% por 5 minutos a TA. Los cortes se lavaron con agua corriente por 10 sy se
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sumergieron en una solucién del colorante hematoxilina por 1 minuto a TA.
Posteriormente, los cortes se lavaron con agua corriente por 10 s y se sumergieron a una
solucion de etanol &cido (0.5% de HCI en Etanol). Después, los tejidos se lavaron con
agua corriente por 10 s y se expusieron a una solucién del colorante eosina por 1 minuto
a TA. Los cortes se lavaron y se deshidrataron en etanol a concentraciones crecientes
(70%, 96% y absoluto). Las muestras fueron montadas en resina para su documentacion.
Los datos obtenidos en este estudio fueron analizados con el paquete estadistico
Graphpad Prism 4.0 con una “t” de Student.

V.5.5 Documentacion de los experimentos de inmunohistoquimica

Los marcajes con inmunofluorescencia fueron documentados con un microscopio
confocal Leica TCS-SP1 (Heidelberg, Alemania) y las imagenes fueron procesadas con
los programas TCS-NT (Leica, Heidelberg, Alemania) y Adobe Photoshop 7.0.1.

Las imagenes obtenidas de la tincion de Hematoxilina-Eosina Fueron documentadas con
un microscopio Nikon E-4000 (Japon). Las imagenes fueron procesadas con los
programas LUCIA 4.80 (System for Imagen Processing and Analisis, USA) y Adobe
Photoshop 7.0.1.

Amplitud

Figura 8. Representacion esquematica de la morfologia de la papila caliciforme. En la foto se muestran

los parametros evaluados en este estudio, la amplitud y la altura de la papila caliciforme.
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VIl. RESULTADOS

VII. 1 Expresion de la TPHL1 y la TPH2 en papilas gustativas de embriones de raton

Existen dos isoformas altamente homologas de triptofano hidroxilasa: la TPH1 y la
TPH2. 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 sistema
nervioso central (Walther et al., 2003). En este trabajo se efectuaron experimentos de RT-
PCR utilizando oligonucle6tidos que reconocen secuencias especificas de las isoformas
TPH1 y TPH2 de raton. En todos los experimentos se incluyeron muestras de ARN no
sometido a la reaccion de transcriptasa reversa, lo que nos permite verificar que nuestras

muestras no estén contaminadas con ADN gendmico.

Los experimentos de PCR con el ADNc obtenido a partir de papilas caliciformes dieron
lugar a un solo producto de amplificacion, donde la talla del fragmento obtenido coincide
con la talla esperada de acuerdo a los oligonucleotidos empleados, 240 y 390 pares de
bases para la TPH1 y TPH2, respectivamente.(Figura 9). La expresion de los genes de la
TPH1 y la TPH2 se observo desde los 15 dias de gestacion (Figura 9), también se
detecto la expresion de ambas isoformas de TPH en muestras obtenidas de la totalidad de
la lengua de embriones de 13 dias de gestacion (Figura 10). Por otro lado, no se obtuvo
sefial alguna en los experimentos de PCR realizados con muestras de ARN sin
tratamiento con la transcriptasa reversa (Figura 9). Estos resultados demuestran que los
fragmentos de ADNc amplificados provienen de la expresion de los ARNs que codifica
para ambas isoformas de TPH y no de la amplificacion de ADN genémico. Ademas, en la
Figura 9 se puede apreciar también que los niveles de expresién de la TPH2 son

superiores a los niveles de la TPH1.
Experimentos de RT-PCR realizados con ARN total obtenido de la totalidad de la lengua

de ratones de E13, mostraron la expresién de ambas isoformas de TPH, aunque la TPH2

se expresa en mayor cantidad (Figura 10).

48



PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

TPH1 TPH2

E156 E17 PO E15 E17 PO

M + - + - + - + - 4+ - 4+ .

(pb)
500
400
300

200
100

Figura 9. Identificacion de los transcritos de la TPH1 y la TPH2 en papilas gustativas de raton en
desarrollo. Los ensayos RT-PCR se realizaron a partir del ARN total extraido de las papilas caliciformes
de embriones de 15 (E15) y 17 (E17) dias de gestacion y neonatos (P0). La figura corresponde al gel
representativo de la electroforesis de los productos obtenidos de la reaccién de PCR a partir de muestras de

ARN tratado (+) o no tratado (-) con la transcriptasa reversa.
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Figura 10. Identificacion del ARNm de ambas isoformas de TPH en lengua total de embriones de 13
dias de gestacion. Las muestras fueron tratadas (+) o no (-) con la transcriptasa reversa.
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VII. 2 Abundancia relativa de los transcritos de la TPH1 y la TPH2 en papilas
gustativas de embriones de raton

Debido a que la cuantificacion de los niveles de expresion de un gen por RT-PCR,
requiere de oligonucledtidos altamente especificos, se disefiaron oligonucle6tidos que
reconocen secuencias Unicas de la TPH1 y la TPH2 de raton que permiten diferenciar

entre estas dos formas de la enzima.
Los experimentos de PCR realizados con los oligonucleétidos para la TPH1 y TPH2

sobre ADNc proveniente de papilas caliciformes de raton en desarrollo, dan un producto
unico de la talla esperada (Figura 11).
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Figura 11. Gel representativo de la electroforesis de los productos de amplificacion obtenidos por
PCR en Tiempo Real. E15, E17 y PO representan 15, 17 dias embrionarios y postnatal 0 (neonatos). La
figura corresponde al gel de electroforesis de los productos obtenidos de muestras de ARN de papilas

caliciformes con (+) o sin (-) tratamiento con la transcriptasa reversa.

Ademas, el andlisis de curva de fusion mostrd un solo pico para cada uno de los

productos de amplificacion (Figura 12), esto indica que los oligonucleotidos utilizados
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son especificos. De haber amplificacion inespecifica, este podria apreciarse facilmente
por la aparicion de uno o més picos adicionales con diferentes puntos de fusion, lo cual
no es el caso en nuestro estudio. Ademas, se puede observar que en los controles sin
ADNCc no se presenta amplificacion ni para la TPH1 (Figura 12A), ni para la TPH2
(Figura 12B).
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Figura 12. Curvas de fusién de los productos de amplificacion de la PCR en Tiempo Real. A
representa la curva de fusiéon de la TPH1 y B de la TPH2. La curva de fusion de color rosa (A) corresponde
al producto de amplificacién de la TPHL1 y la curva verde corresponde al control negativo sin ADNc. La
curva de color azul (B) corresponde al producto de amplificacién de la TPH2 y la curva morada al control
negativo sin ADNCc.

Como se menciono anteriormente, la seleccion del gen de referencia es un paso crucial en
la cuantificacion de los niveles de expresion. La expresion de un gen candidato a control
interno debe ser constante independientemente de las condiciones experimentales, para,
de esta manera, poder normalizar los niveles de expresion del gen de interés. El gen de
referencia utilizado en este estudio fue el ARNr 18S. La especificidad de la amplificacion
del gen de referencia (Figura 13), asi como la constancia en los niveles de expresion, del
mismo, durante las diferentes etapas estudiadas (Figura 14) posibilitd el uso de la
amplificacidn de este gen como referencia para normalizar los niveles de expresion de los

genes de ambas isoformas de TPH.

o1



PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

240
220
200 ;
180
160
140
120
100 f
&0
&0
40 s , H__ -1 ,d—. o,
a0}y
. -
-z0

54 56 58 60 62 64 66 63 7O F2 74 76 78 B0 B2 S4 86 88 90 92 94 95 98

|

-

- diRFUY  dT

_———

Temperatura (grados Celsius)

Figura 13. Curva de fusion de los productos de amplificacion del gen ARNr 18S. En la grafica se

aprecia la especificidad de los oligonucleétidos empleados para la amplificacién del gen de referencia.

En el gel de electroforesis de los productos de PCR en Tiempo Real de la TPH1 y de la
TPH2, se observa la presencia de amplificacion de ambas isoformas de TPH en las tres
etapas estudiadas del desarrollo de las papilas gustativas (Figura 11). Ademas los
controles sin tratamiento con transcriptasa reversa no presentaron sefial de amplificacion,
lo que elimina la posibilidad de la existencia de contaminacién de las muestras con ADN

gendmico.
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Figura 14. Niveles de expresion del gen ARNr 18S en diferentes etapas del desarrollo de las pailas
gustativas. Las etapas evaluadas son E13, E15, E17 y PO. n=6

El analisis cuantitativo por RT-PCR en Tiempo Real indicd que la TPH2 se expresa en
menor proporcién relativa que la TPH1 (Figura 15). Ademas, mientras la abundancia

relativa del ARNm de la TPH1 en la papila caliciforme permanece constante en las tres
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etapas del desarrollo, un incremento significativo en los niveles de expresion de la TPH2
después del nacimiento (P0) es claramente visible, con respecto a las dos etapas
embrionarias estudiadas (E15y E17).
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Figura 15. Abundancia relativa de los transcritos de la TPH1 y la TPH2 en papilas caliciforme de
raton en desarrollo. El histograma ilustra los niveles de expresion de la TPH1 y la TPH2 normalizados a
los niveles de expresion del gen ARNr 18S amplificado en las mismas muestras y bajo las mismas
condiciones experimentales. Cada barra representa la media + la Desviacion Estandar de dos experimentos
independientes realizados con dos muestras diferentes de RNA. Todas las determinaciones fueron hechas
por triplicado y hubo menos de 5% de variacién entre ellos. Se obtuvo una diferencia significativa en la
expresion de la TPH2 a PO cuando se comparo, por una “t” de Student no apareada, con la expresion a E15
y E17 *p < 0.05.

VII. 3 Expresion de la TPH en papilas gustativas de ratdn en desarrollo

Con el fin de determinar el perfil de expresion celular de la TPH en las papilas gustativas,
cortes parasagitales de lenguas de ratones E15, E17 y neonatos que contenian papila
caliciforme fueron marcadas con el anticuerpo monoclonal anti-TPH MaWH3 (Sigma)
gue reconoce un epitope comun en las secuencias de aminoacidos de la TPH1 y la TPH2
(Haycock et al., 2002). Por esta razdn el anticuerpo ha sido utilizado para visualizar tanto
TPH1 en el tracto gastrointestinal (Meyer and Brinck, 1999), como la TPH2 en el cerebro
(Yohrling et al., 2002; Commons et al., 2005). A E15 y E17, se observo intenso marcaje
de fibras con TPH, justo abajo del epitelio papilar en desarrollo (Figura 16A y B). A PO,

la inmunoreactividad a la TPH se observo en el plexo nervioso de la papila caliciforme y
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en las fibras localizadas en la parte apical de la papila (Figura 16C). En el control
negativo, donde el anticuerpo fue sustituido por PBS, no se produjo ninguna sefal
positiva (Figura 16D). Este Gltimo resultado indica que el marcaje obtenido con el
anticuerpo anti-TPH es especifico.

Figura 16. Deteccién inmunohistoquimica de la triptofano hidroxilasa en el epitelio lingual de ratén
en desarrollo. Fotomicrografias de fluorescencia confocal de cortes parasagitales de papilas caliciformes
realizados en embriones de 15 (A) y 17 (B) dias o de ratones neonatos (C), inmunomarcados con un
anticuerpo monoclonal que reconoce un epitope comun a la TPH1 y a la TPH2. (D) cortes de papila
caliciforme de PO ilustran la ausencia de sefial cuando el anticuerpo es sustituido por PBS. (E) imagen de
contraste de fases de (D). A PO, se puede observar como numerosas fibras del plexo nervioso entran al apex
de la papila e inervan los corpusculos gustativos indiferenciados (flechas en C).

V1. 4 Localizacion celular de la TPH en papilas gustativas de raton

VI1.4.1 Inmunolocalizacion de la TPH en papilas gustativas de raton neonato
Para establecer claramente la expresién de la TPH en las fibras gustativas, se realizdé un
andlisis inmunohistoquimico comparativo con los anticuerpos anti-TPH y anti-PGP 9.5

en papilas caliciformes. Este Gltimo anticuerpo se fija de manera selectiva a las fibras
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nerviosas periféricas, independientemente del neurotransmisor que estas contengan y es
utilizado cominmente para visualizar la innervacion gustativa. Como se muestra en la
Figura 17A y 17B, los anticuerpos a TPH y PGP 9.5 producen un patrén de marcaje
practicamente idéntico en cortes de lengua de raton neonato. En particular, los dos
anticuerpos marcan de manera intensa el plexo nervioso localizado en el centro de la
papila. De la misma manera, se pueden observar numerosas fibras del plexo central,
marcadas con TPH y PGP 9.5, que penetran en el epitelio apical de la papila caliciforme,
region en la cual toma lugar la diferenciacién de los primeros corpusculos gustativos
(Figura 17A y 17B ). Ademas, por superposicién de ambos marcajes, se observaron
células gustativas basales, asi como las neuronas primarias responsables de su

innervacion, doblemente marcadas con TPH y PGP 9.5 (Figura 17C).

VI1.4.2 Inmunolocalizacion de la TPH en papilas gustativas diferenciadas de raton

Con el objetivo de determinar si la TPH es expresada exclusivamente en las fibras
gustativas aferentes, y debido a que la diferenciacion de las células gustativas, sitio en el
cual también pudiera haber sintesis de serotonina, ocurre en la edad postnatal (P8-P11),
realizamos un doble marcaje en cortes de papila caliciforme de raton P11, con los
anticuerpos anti-TPH y anti-Gustducina. Como se esperaba, un gran namero de células
diferenciadas marcadas con gustducina se observaron en los corpusculos gustativos de

papilas caliciformes (Figura 18B y 18E).

Como se ilustra en la Figura 18A, el plexo central de la papila caliciforme exhibe todavia
intenso inmunomarcaje de la TPH a P11. Ademas, se pueden observar células gustativas
claramente marcadas con TPH intercaladas entre células positivas para gustducina
(Figura 18C y 18F). El examen detallado con microscopio confocal mostrd que células
marcadas con TPH pueden expresar Gnicamente la TPH o coexpresar TPH y gustducina
(Figura 18F). Esta observacion es sorpresiva, ya que numerosos estudios han
demostrado que la gustducina es expresada en un subtipo de células gustativas de tipo I,
mientras que la serotonina esta presente en un subtipo de células de tipo Il (Kim and
Roper, 1995; Nagai et al., 1998).
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Figura 17. Expresion de la TPH en fibras gustativas de papilas caliciformes de raton neonato.

Imégenes de microscopia confocal de cortes parasagitales de papilas caliciformes de animales PO,
inmunomarcados con los anticuerpos anti-TPH (A) y anti-PGP 9.5 (B). En el panel C se ilustra la
superposicién de (A) y (B). (D) cortes de papila caliciforme de PO ilustran la ausencia de sefial cuando el
anticuerpo anti-TPH es sustituido por PBS. (E) imagen de contraste de fases de (D). Ademaés, en Ay B se

observa la inervacion de los precursores de los corplsculos gustativos.

VII. 5 Sintesis de serotonina en papilas gustativas de ratones adultos controles y Ko
TPH1

Los resultados obtenidos hasta aqui, apoyan fuertemente la presencia de un sistema
serotoninérgico inherente al epitelio lingual. A la presencia de TPH en epitelio lingual
durante el desarrollo embrionario, se suman la presencia de la MAO Ay la MAO B
(Vitalis et al., 2002), del transportador de serotonina (Hansson et al., 1999) y de

serotonina (Barlow et al., 1996) cuyo origen se desconoce.
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Figura 18. Localizacion de la expresion de la TPH en papilas gustativas diferenciadas. Iméagenes de
microscopia confocal de cortes de papila caliciforme de ratones P11 comarcados con los anticuerpos anti-
TPH (A) y anti-Gustducina (B). Las imagenes de la parte inferior de la figura (D y E) corresponden a la
amplificacion de la region enmarcada en A. Los paneles C y F representan la superposicién de las imagenes
Ay By D yE, respectivamente. Se pueden apreciar células claramente marcadas con TPH intercaladas

entre células marcadas con gustducina. Note el doble marcaje TPH/gustducina en células de tipo Il (F).

Se sabe que varios tipos de células, por ejemplo las plaquetas, presentan un fenotipo
serotoninérgico, es decir, son capaces de capturar, utilizar y degradar serotonina. Para
determinar si hay sintesis de serotonina en el epitelio lingual y con esto demostrar
claramente la presencia de un sistema serotoninérgico en el epitelio lingual, se realizd un
comarcaje con los anticuerpos anti-TPH y anti-5-HT en papilas caliciformes de ratones
adultos, controles y Ko TPH1, previamente tratados con L-triptofano. Si bien, nuestro
trabajo se centra en etapas perinatales, para este estudio decidimos utilizar ratones adultos
por cuestiones técnicas, por un lado la administracion intraperitoneal de L-triptofano a
embriones o ratones neonatos compromete la viabilidad de estos, dificultando el analisis;
por otro lado, la administracion de L-triptofano a la madre gestante produce un aumento
en serotonina en el embrion, sin embargo, este aumento esta por debajo de los niveles de
deteccién por métodos inmunohistoquimicos. La utilidad de este estudio no es afectada

por la edad de los ratones empleados, ya que en la vida adulta, donde se ha reportado la
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presencia de serotonina, siguen existiendo eventos de diferenciacién en la renovacion de
las células y corpusculos gustativos. EI inmunomarcaje con anti-TPH revel6 la presencia
de TPH en el plexo nervioso de la papila caliciforme de ratones control y Ko TPH1
(Figura 19A, 19C, 19E y 19G), el marcaje en animales control sin induccién con L-
triptofano fue bastante bajo comparado con el mismo marcaje en los animales Ko TPH1
(Figura 19A y 19C); al parecer la carencia de la TPH1 induce la expresion constitutiva
de la TPH2, Unica isoforma presente en el animal Ko TPH1 (Figura 19C). La carga de
los animales con L-triptofano indujo la expresion de la TPH en los animales controles
(Figura 19E), por la similitud en el perfil de marcaje con los animales Ko TPH1 (Figura
19C) es probable que la isoforma inducida sea la TPH2.

CTRL Ko. TPH1

100 ym
TPHISS 5-HT/SS
F

100 pym
Ko. TPHISS Ko. 5-HT/SS

100 pm 100 pm

5-HT/TRP Ko. TPH/TRP Ko.5-HT/TRP

TPHITRR

100 ym
Contraste de fases

TPHICTRL(-) 5-HT/CTRL(-)

Figura 19. Doble marcaje inmunohistoquimico de la TPH y 5-HT. A y C son marcajes de la TPH en

ratones control y Ko TPH1, respectivamente, tratados con SS. E y G los mismos marcajes que en Ay C en
animales inducidos con L-triptofano. B y D son marcajes con el anticuerpo anti-5-HT en animales control y
Ko TPHL1, respectivamente. F y H son los mismos marcajes que en B y D en animales inducidos con L-
triptofano. | es el control negativo del marcaje TPH, donde el anticuerpo fue sustituido por PBS. En el
panel J se presenta el control negativo del marcaje 5-HT, donde se sustituyo el anticuerpo con PBS. En
ambos controles negativos no aparece sefial de marcaje, lo cual significa que el marcaje TPH y 5-HT es

especifico. (K) imagen de contraste de fases de J.
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CTRL Ko. TPH1

..

Figura 20. Imagen amplificada del doble marcaje inmunohistoquimico de la TPH y 5-HT. EI color

verde ilustra el marcaje de la TPH y el rojo el marcaje de la serotonina. Los paneles D, E, Fy J, K, L son

amplificaciones de los recuadros en Ay G, respectivamente.

VIl. 6 Efecto de la carencia de la TPH1 sobre la formacion, innervacion y

morfologia de las papilas gustativas

La presencia de la triptofano hidroxilasa en las papilas gustativas durante el desarrollo
embrionario, asi como la sintesis in situ de serotonina, apoya la hipdtesis de nuestro
trabajo, referente a la existencia de un sistema serotoninérgico inherente al epitelio
lingual que participa en el desarrollo de las papilas gustativas. Para determinar la
participacion de la serotonina en el epitelio lingual, nosotros decidimos abordar la
pregunta analizando el fenotipo de las papilas gustativas en un modelo genético
caracterizado por una deplecién selectiva de serotonina: los animales Knockout de la
TPH1.

La existencia de dos isoformas de triptofano hidroxilasa ha sido sugerida por
observaciones que se han ido acumulando por tres décadas, sin embargo, fue hasta el
2003, poco tiempo antes del inicio de nuestro trabajo, que se establecid claramente que

estas dos isoformas, denominadas TPH1 y TPH2, son codificadas por dos genes

59



PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

diferentes (Walther et al., 2003). La TPHL1 es la responsable de la sintesis de 5-HT en la
periferia (glandula pineal e intestino), mientras que la TPH2 es la encargada de la sintesis
de serotonina a nivel de sistema nerviosos central. Por este motivo, no se encontro
serotonina en sangre, glandula pineal o intestino de los ratones Ko TPH1 (Walther et al.,
2003; Cote et al., 2003). Por el contrario, estos animales no presentan variacion alguna en
el contenido cerebral de serotonina con respecto a los animales silvestres (TPH1 +/+). La
utilizacién de los animales TPH1 -/- permiten, de esta manera, determinar cuales son las
acciones fisioldgicas moduladas exclusivamente por serotonina a nivel periférico. La
implicacion de la serotonina en la diferenciacion de las células mamarias (Matsuda et al.,
2004) y en la regeneracion hepatica (Lesurtel et al., 2006), ha sido demostrada
claramente gracias a la utilizacion de los ratones Ko TPHL1.

Nosotros realizamos un analisis del fenotipo de las papilas gustativas caliciformes y
fungiformes en animales neonatos Ko TPH1. Gracias a que estos ratones son viables y
fertiles, elegimos esta etapa del desarrollo para evitar eventuales fenomenos de

compensacion que pudieran afectar nuestro analisis.

VII. 6.1 Efecto de la carencia de la TPH1 sobre el patrén de innervacion de las papilas
caliciformes

Las papilas caliciformes son ricamente inervadas por la fibras del nervio glosofaringeo
(par craneal 1X) de una manera bien definida. Las papilas caliciformes de los animales
Ko TPH1 presentan una disminucion severa en la densidad de innervacion con respecto a
los animales controles. Ademas, la inactivacion genética de la TPH1 produjo en todos los
animales una desorganizacion completa del perfil de innervacion de las papilas

caliciformes (Figura 21).

VII. 6.2 Efecto de la carencia de la TPH1 sobre el nimero de papilas fungiformes

El comarcaje PGP 9.5/TROMA-1 produce un marcaje neto y bien delimitado de las
papilas fungiformes. El marcaje TROMA-1 permite visualizar precursores de corpusculos
gustativos, mientras que el marcaje PGP 9.5 permite visualizar las fibras gustativas que

arriban a la base de los precursores de corplsculos gustativos (Figura 22). En este
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estudio se evaluo el namero de papilas fungiformes de animales neonatos controles y Ko
TPHL1.

Control Ko TPH1

Figura 21. Efecto de la inactivacion genética de la TPH1 sobre el patrén de innervacion de las
papilas caliciforme de ratén. La imagen ilustra el marcaje, con el anticuerpo PGP 9.5, de la innervacion

de las papilas caliciformes en ratones neonatos controles (izquierda) y Ko TPH1 (derecha).

El nimero de papilas fungiformes en los animales control fue de 135.25 + 10 (Figura
23). Este valor concuerdan con el nimero medio de papilas fungiformes, presentes en
ratones neonatos, reportado por otros autores (Sun and Oakley, 2002; Mbiene and
Roberts, 2003). Con respecto al nimero de papilas fungiformes en los ratones Ko TPH1,
este fue de 97.25 + 7 (Figura 23). El resultado de este analisis es que existe una
disminucidn significativa en el nimero de papilas fungiformes en los animales Ko TPH1

con respecto al control, aproximadamente del 30%.
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Figura 22. Visualizacion inmunohistoquimica de la papilas fungiformes de raton. (A) imagen
representativa de microscopia confocal que muestra marcaje inmunoldgico de los corplsculos gustativos
con el anticuerpo TROMA-1 (sefial en rojo) y de la fibras gustativas con el anticuerpo PGP 9.5 (sefial en
verde), en un corte sagital de la parte anterior de la lengua de un ratén neonato control. (B) imagen

amplificada de una papila fungiforme.
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Figura 23. Efecto de la inactivacion genética de la TPH1 sobre el nimero de papilas fungiformes en
lengua de ratones control y ratones Ko TPH1. Media + D.E. *p < 0.05 (n=50).
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VI1. 5.3 Efecto de la carencia de la TPH1 sobre la morfologia de las papilas caliciformes
En la mayoria de los animales Ko TPH1 examinados, se observa una hipertrofia de las
papilas caliciformes, la cual consiste en un incremento significativo en la altura con
respecto al control (Tabla V), en cuanto a la amplitud no se encontraron cambios

significativos.

Tabla V. Efecto de la inactivacion genética de la TPH1 sobre la morfologia de las papilas
caliciformes. En esta tabla se muestran las medias + desviacion estandar la amplitud y altura de las papilas
caliciformes de ratones control y Ko. TPH1.

Amplitud Altura
Control 190 +1.6 156 + 3.0
Ko. TPH1 191 1 4.7 166 4 0.5*

*p < 0.05 (n=10)
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VIII. DISCUSION

A la fecha, la presencia del sistema serotoninérgico ha sido descrita en tres estructuras
diferentes (Walther et al., 2003): en intestino, glandula pineal y ndcleos del rafé. En las
dos primeras estructuras la serotonina es sintetizada por la TPH1, mientras que en la
altima la TPH2 es la responsable de la biosintesis serotoninérgica. Estudios previos
demostraron la presencia del SERT, MAO (A y B) y 5-HT en epitelio lingual
embrionario ((Hansson et al., 1999; Vitalis et al., 2002). En este trabajo se demostrd por
biologia molecular e inmunohistoquimica la expresion de la TPH (Figura 9 y 16). La
expresion de los genes de la TPH1 y la TPH2 se observo desde los 15 dias de gestacion
(Figura 9), también se detectd la expresion de ambas isoformas de TPH en muestras
obtenidas de la totalidad de la lengua de embriones de 13 dias de gestacion (Figura 10).
Estos resultados indican que la expresion de la TPH1 y la TPH2 en el epitelio lingual,
toma lugar al inicio de la diferenciacion e innervacion de las papilas gustativas (Farbman
and Mbiene, 1991; Mbiene et al., 1997a).

Estudios previos en roedores adultos han demostrado de manera consistente que la
serotonina es almacenada en un subgrupo de células gustativas de tipo Il (Kim et al.,
1995; Nagai et al., 1996; Nagai et al., 1998; Ren et al., 1999; Yee et al., 2001), pero no
se ha determinado si las células gustativas que contienen 5-HT tienen igualmente la
capacidad de sintetizarla. En el analisis inmunohistoquimico que efectuamos en animales
de 11 dias postnatales (P11), etapa en la que aparecen las primeras células gustativas
diferenciadas, encontramos células gustativas claramente marcadas con TPH lo que nos
indica que la serotonina puede ser sintetizada en células gustativas (Figura 18). Cabe
hacer la observacion de que ciertas células marcadas con TPH expresan igualmente la
gustducina (Figura 18C y F). Este resultado es sorpresivo, ya que la gustducina es un
marcador de células gustativas de tipo Il, que a diferencia de las células de tipo I,
contienen todos los elementos implicados en la deteccién y transduccion de las sefiales
gustativas, pero no forman sinapsis con las fibras sensoriales aferentes. Aunque la
morfologia de la papila gustativa a P11 es esencialmente idéntica a papilas caliciformes

de animales adultos, nosotros no descartamos la posibilidad de que estas células
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doblemente marcadas con TPH y gustducina sean diferentes a las células positivas a
gustducina de animales adultos. Por otro lado, las células que reciben la informacion
gustativa (tipo Il) de las moléculas sapidas no establecen contacto sinaptico con las
aferentes primarias, por lo que se propone una comunicacion paracrina entre estas celulas
y las células que establecen sinapsis (células de tipo Il1) a través de neuromoduladores.
Debido a que la 5-HT, receptores serotoninérgicos, asi como el sistema de transporte y
degradacion de esta amina se expresan en las células gustativas funcionales (Ren et al.,
1999; Xu et al., 2004; Kaya et al., 2004), este neurotransmisor se convierte en un fuerte
candidato a la neuromodulacién en los corpusculos gustativos. Nosotros proponemos que
la 5-HT sintetizada en las células de tipo Il (positivas a gustducina) es liberada durante la
transmision gustativa y activa receptores serotoninérgicos presentes en células de tipo 111
(Kaya et al., 2004), las cuales transmiten la informacion a las fibras sensoriales. Sin
embargo, estudios posteriores son necesarios para descartar una posible expresion de la
TPH en los otros tipos de células gustativas. La prueba contundente que pone en
evidencia la sintesis de 5-HT en células gustativas fue proporcionada por el comarcaje
TPH/5-HT realizado en este trabajo. Cuando se trataron animales adultos con L-
triptofano, el precursor de la serotonina, se observa una induccion en la expresion de TPH
y la aparicion de células doblemente inmunoreactivas a TPH y 5-HT (Figura 19 y 20).
Aunque la sintesis de serotonina fue demostrada en animales adultos, la expresion de la
enzima limitante en la sintesis de serotonina, la TPH, durante el desarrollo embrionario
(este trabajo), ademas de la existencia de 5-HT y sus receptores en etapas tempranas del
desarrollo embrionario de erizo de mar, rana, pollo y Drosophila (Lauder et al., 1981,
Buznikov et al., 2001) nos permite hipotetizar que en el epitelio lingual hay sintesis de 5-
HT.

En animales Ko TPH1, las papilas caliciformes presentaron una disminucion severa en la
densidad de innervacion con respecto a los animales control y una desorganizacién casi
total de la orientacion axonal de las fibras del plexo nervioso (Figura 21). Diversos
reportes en la literatura han puesto en evidencia el papel modulador de la serotonina
sobre el crecimiento y migracion axonal. En particular, se ha demostrado que la

serotonina modula el patrén de innervacion de los campos de barriles en la corteza
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somatosensorial (Bennet-Clarke et al., 1994; Cases et al., 1996; Alvarez et al., 2002) y la
segregacion de las proyecciones retino-talamicas (Upton et al., 1999). Estos efectos
resultan de la activacion de los receptores 5-HTg localizados en los axones de las fibras
tdlamo-corticales (Bennet-Clarke et al., 1993; Salichon et al., 2001). Ademas, la
deplecion farmacoldgica o genética de 5-HT, retarda de manera importante la migracién
axonal de las fibras talamo-corticales afectando el establecimiento de los contactos
sinapticos entre las fibras y los campo de barriles en la corteza somatosensorial (Bennett-
Clarke et al., 1994; Cases et al., 1996; Alvarez et al., 2002). Por otro lado, cuando los
niveles extracelulares de serotonina aumentan, después de la inactivacion genética de la
MAO A o del SERT, la innervacién de la corteza somatosensorial no toma lugar (Cases
et al., 1996) y la segregacion de las proyecciones del talamo hacia la retina es abolida
(Upton et al., 1999). En estos casos, a diferencia del efecto deletéreo observado en la
deplecion de 5-HT, es un exceso y no una deficiencia en serotonina el que genera las
alteraciones sobre el perfil de de innervacion de la corteza somatosensorial y visual. Las
alteraciones en la innervacion de las papilas caliciformes generadas por la disminucién en
contenido de serotonina en el raton Ko TPH1 son similares a las generadas por una
deplecion de serotonina sobre la innervacion talamo-cortical (Bennett-Clarke et al., 1994;
Cases et al., 1996; Alvarez et al., 2002). La serotonina modula la sinaptogénesis actuando
como una molécula de reconocimiento (Mercado and Hernandez, 1992), es probable que
la deficiencia de serotonina en nuestro modelo de estudio altere la migracion axonal

produciendo la desorganizacion de la innervacion observada.

Ademas del efecto sobre la papila caliciforme, la inactivacion genética de la TPH1
disminuye de manera significativa el nidmero de papilas fungiformes con respecto al
control (Figura 23). También se observaron alteraciones morfoldgicas que se traducen en
un aumento en la talla de la papila caliciforme (hipertrofia) en animales neonatos (Tabla
V). La 5-HT ha sido detectada durante la division del cigoto, gastrulacion y neurulacién
en embriones de erizo de mar, rana, pollo y Drosophila (Lauder et al., 1988; Buznikov et
al., 2001). La presencia de 5-HT y sus receptores en embriogénesis temprana Yy la
habilidad que tienen ciertos agente farmacoldgicos (Luder et al., 1981) especificos de 5-

HT para interferir con le desarrollo embrionario sugiere que los embriones primitivos

66



PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN EL DESARROLLO DE LAS PAPILAS GUSTATIVAS DE RATON

usan 5-HT para regular proliferacion celular y/o movimientos morfogénicos (Lauder,
1988; Colas et al., 1999). La administracion de inhibidores de SERT, como son la
sertralina o fluoxetina, a cultivos de embriones de raton, conduce a malformaciones
craneofaciales (Shuey et al., 1992). Por otro lado, en embriones que crecen en presencia
de 5-HT o inhibidores del transportador de serotonina, se ha reportado un decremento de
la proliferacién del miocardio, mesenquima cardiaco y endotelio indicando que la 5-HH
puede regular la proliferacion celular en el corazén embrionario (Yavarone et al., 1993).
La inactivacion genética del receptor serotoninérgico 5-HT,g conduce a la muerte
embrionaria (E11) por malformaciones e hipoplasias cardiacas (Nebigil et al., 2000). La
inactivacion genética del receptor 5-HT,g produjo reduccion en los niveles de expresion
del receptor tirosin kinasa, ErbB-2, un receptor de membrana involucrado en eventos de
diferenciacion y proliferacion celular, sugiriendo que la serotonina a traves del receptor

5-HT g induce la mitosis durante la proliferacion celular.
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IX. CONCLUSIONES

¢ Existe un sistema serotoninérgico inherente al epitelio lingual.

¢ La serotonina participa en la innervacion y en el desarrollo de las papilas

gustativas
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