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Resumen

El sentido gustativo permite la deteccion de las moléculas con
capacidad sdpida, generalmente contenidas en los alimentos,
actualmente se aceptan cinco modalidades gustativas las que
permiten la deteccién de los sabores 4cido, amargo, dulce, salado
y umami. Aunque existen evidencias moleculares y celulares que
sugieren una posible sexta modalidad gustativa que permita la
deteccién de lipidos contenidos en la dieta de los mamiferos, no
se ha podido mostrar evidencia celular que demuestre el tipo de
célula gustativa que exprese el o los receptores especializados en
unirse a sus ligandos, como a los Acidos Grasos de Cadena Corta
(AGCQ). En el presente trabajo se muestran hallazgos celulares, por
inmunohistoquimica, que el receptor de tipo GPR-43 se expresa
en células gustativas de tipo II, de rata adulta, que co-expresan
adicionalmente a la proteina G, encargada de la transduccién de
la sefal gustativa a nivel periférico, lo que permite apoyar que el
receptor GPR-43 pueda participar en la deteccién molecular de
AGCC y estar posiblemente implicado en una sexta modalidad
gustativa en mamiferos.

GPR-43,
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AGCC.

Abstract

The sense of taste permits the detection of molecules which carry
taste, generally contained in food. At present, five taste modalities
are generally recognized, namely bitter, salty, sour, sweet and umami.
Despite molecular and cellular evidence suggesting a possible sixth
taste modality that allows the detection of lipids in the diet of
mammals, so far there has been no molecular evidence of a taste-cell
type that expresses the receptor or receptors specialized in binding
these ligands, such as the short-chain fatty acids (SCFA). The present
study shows immunohistochemical findings at the cellular level,
to the effect that the receptor type GPR43 is expressed in type II
taste cells of adult rats, which additionally co-express the G protein
responsible for transduction of the taste signal at the peripheral
level, suggesting that the GPR43 receptor may be involved in the
molecular detection of SCFA and possibly in a sixth taste modality
in mammals.
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Introducciéon

El sistema gustativo permite la deteccién de moléculas sdpidas
contenidas en los alimentos las que se disuelven en la saliva
y permiten ser detectadas a través de receptores gustativos
expresados en los diferentes tipos celulares de los corpusculos
gustativos (Chaudhari y Roper, 2010). Las modalidades
gustativas aceptadas son el sabor dcido, amargo, dulce, salado y
umami (Damak ez 2/ 2003, Kitsukawa, et 2/ 2001, Li et al.,
2002, Montmayeur et al., 2001, Miyoshi et al., 2001, Mueller
et al., 2005). Actualmente se tienen evidencias que permiten
apoyar que los dcidos grasos de cadena larga (AGCL) contenidos
en la dieta de ciertos mamiferos pueden ser detectados por los
receptores CD36 y GPR-40 expresados en células gustativas de
rata (Cartoni, ez al., 2010, Gaillard, ¢t al., 2008, Laugerette et al.,
2005). Sin embargo, la dieta de algunos mamiferos entre ellos
rata, ratén y hominidos contiene 4cidos grasos de cadena corta
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(AGCC), como por ejemplo 4cido acético, 4cido propidnico,
4cido butirico, los cuales imparten caracteristicas nociceptivas o
sdpidas a los alimentos (De la Fuente, ez 4l., 2009). En un trabajo
anterior (Garcia, ¢t al., 2009) se ha evidenciado la expresién
del gen GPR-43 de rata en corpusculos gustativos, asi como la
expresion de este receptor en células gustativas en corpusculos
gustativos en papila caliciforme.
evidencias que permitan apoyar la expresién y funcionalidad del
receptor GPR-43 en células gustativas en papila caliciforme de
rata, el presente trabajo muestra evidencias celulares que apoyan
la co-expresion del receptor GPR-43 en células gustativas de
tipo II, que expresan a la gustducina, la cual es una proteina G
(Kinnamon, 2009) expresada por las células gustativas de tipo
receptor y participa en la transduccién de la sefial gustativa al
sistema nervioso periférico y central.

Con el objetivo de aportar

Materiales y métodos

Animales
Se utilizaron 9 ratas macho adultas de la cepa Wistar, de 200
g = 20g de peso; las cuales se mantuvieron en condiciones
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ambientales controladas de ciclos de luz-oscuridad de 12 h,
temperatura ambiental de 20-24°C y humedad relativa del 75-
80%, agua y alimentacion ad-libitum.

Obtencion de tejidos

Se sacrificaron a los animales entre las 9:00 y 10:00 horas A. M.,
se extrajo la lengua de cada animal y sobre una superficie fria se
disecé la papila caliciforme, localizada en la parte posterior de
la lengua, posteriormente las papilas caliciformes provenientes
de las ratas fueron colectadas y puestas en solucién para su
fijacién en para-formaldehido (Sigma™) al 4% en PBS (Sigma) y
conservadas a 4°C, durante una noche, después, los tejidos fueron
colocados secuencialmente en una solucién de sacarosa (Sigma™)
al 10%, 20% y 30% de concentracién en PBS. Las papilas
después de su crioproteccién se orientaron en moldes de pldstico
y fueron embebidas en Tissutek, provisto por ASPENLAB® de
México, y enseguida congeladas a -80°C y preservadas a -20 °C;
se realizaron cortes en un criostato Leica, a -20°C y un espesor
de 16 pm, posteriormente colectados sobre laminillas Super
Frost tratadas con Polilisina (Sig;ma™). Los cortes histolégicos
de las papilas caliciformes fueron conservados a -80 °C hasta su
procesamiento y andlisis.

Inmunobistoquimica:

Los cortes histoldgicos de la papila caliciforme fueron sacados
a la temperatura ambiente (20 a 25°C) durante un periodo
de 60 minutos, posteriormente tratados con PBS (Sigma), e
incubados durante 60 minutos a temperatura ambiente con la
solucién de bloqueo: 0.2% de Triton X-100 (Sigma™) y 10%
de suero normal de asno (Sigma™) y 1% de albimina sérica
bovina (ASB™) (Sigma™) en PBS. Enseguida, se procedié
con la incubacién con los anticuerpos primarios anti-GPR43
policlonales (anticorps-enligne.fr ™) diluidos (1:200) y anti-
gustducina, monoclonal (Santa-Cruz) diluido (1:250) en la
solucién de incubacién 0.2% de Tritdén X-100 (Sigma) y 2%
de suero normal de asno (Sigma) y 1% de ASB en PBS, la
incubacién se realizé por 36 horas en cdmara hiimeda a 4°C. En
la fase de revelacién las laminillas con los cortes y el anticuerpo
primario fueron incubados durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente los cortes fueron lavados tres veces
durante 5 minutos con PBS a temperatura ambiente. Los cortes
fueron incubados con el anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a fluorocromo Alexa Fluor-488 y anti-ratén acoplado
al fluorocromo Alexa Fluor-568 (Molecular Probes) diluidos
1:250 en PBS, se incubaron a temperatura ambiente durante 2
h. Enseguida se lavaron los cortes con PBS tres veces durante
5 minutos en cada ocasién, montadas con solucién Pro-Long
Antifade (Molecular Probes), y observadas y documentadas por
microscopia confocal, Microscopio LEICA, modelo TCS NT.

Analisis de imdgenes

Las imdgenes obtenidas fueron documentadas con cortes virtuales
de 1.2 micrémetros,con filtros de excitacidon a 488 y 568 nm, el
andlisis de las imdgenes documentadas se realizé con el sistema

Adobe® Photoshop 9.0.
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Resultados

Figura 1. a) muestra de células gustativas con una inmunoreaccién
positiva del anticuerpo policlonal anti-GPR43, en cortes
transversales de papila caliciforme provenientes de 6
animales diferentes; se muestra la especificidad de la senal
de fluorescencia y describe la estructura clésica bipolar de las
células gustativas en los corpisculos gustativos de la papila
caliciforme, el corte virtual corresponde a 1.2 micrémetros
y una longitud de onda de 488 nm. La micrografia ha sido
obtenida a través del microscopio confocal con el objetivo
63X. b) Inmunoreaccién negativa, correspondiente al control
negativo en cortes transversales de papila.

Figura 2. a) muestra de células gustativas con una inmunoreaccién
positiva del anticuerpo monoclonal anti-gustducina, en los
cortes transversales de papila caliciforme provenientes de
los 6 animales diferentes; se muestra la especificidad de la
senal de fluorescencia y describe la estructura bipolar de las
células gustativas en los corpisculos gustativos en la papila
caliciforme, el corte virtual corresponde a 1.2 micrémetros
y una longitud de 568 nm. La micrografia ha sido obtenida
a través de microscopia confocal con el objetivo 63X.
b) Inmunoreaccidén negativa, correspondiente al control
negativo en cortes transversales de papila.

Figura 3. a) Muestra la sobreposicién de las imdgenes
provenientes de los canales de captura a 514 nm y 633 nm
correspondientes a las imdgenes de las células gustativas con
una inmunoreaccién positiva del anticuerpo anti-GPR43
y el anticuerpo anti-gustducina, respectivamente en los
cortes transversales de papila caliciforme provenientes de los
animales utilizados en el andlisis. b) Inmunoreaccidn negativa,
correspondiente al control negativo en cortes transversales de

papila.

Discusién

El presente trabajo muestra la co-expresién del receptor GPR-
43 y de la proteina gustducina en células gustativas de tipo
II, en papilas caliciformes de rata, por medio del marcaje por
inmunohistoquimica especifico, para las moléculas expresadas
en las células gustativas de ratas adultas. Este receptor (GPR-
43) se ha reportado se encuentra expresado tanto en células
enteroendocrinas del intestino, asi como en adipocitos de rata
(Hou, et al., 2008, Karaki ez al. 2006), este receptor se une con
sus ligandos especificos: butirato, propionato y acetato, los cuales
se encuentran en ciertos alimentos en la dieta de mamiferos, pero
también son producidos por la microflora que se encuentra en la
mucosa del intestino grueso; estos AGCC son producidos como
producto de la degradacién de la fibra dietética en su fraccién
soluble. Se reconocen actualmente cinco modalidades gustativas,
las cuales a nivel molecular y celular para poder ser detectadas por
las células gustativas, se necesita que estas células localizadas en los
corpusculos gustativos, por ejemplo en las papilas caliciformes de
los mamiferos, expresen los receptores gustativos especificos para
la deteccién de las moléculas sdpidas contenidas en los alimentos
(Barlow, 2003, Chaudhari y Roper, 2010). M4s sin embargo, las
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Figura 1. a) Micrografia
de microscopia

confocal para
inmunofluorescencia
positiva en corte
transversal de papila
caliciforme de rata. La
escala corresponde a

30 um (amplificacién
x1200). b) Control
negativo de microscopia
por confocal en corte
transversal histologico
de papila caliciforme

de rata.

Figura 2. a) Micrografia
de microscopia

confocal para
inmunofluorescencia
positiva en corte
transversal de papila
caliciforme de rata. La
escala corresponde a 30
pm (aumento x1200).
b) Control negativo de
microscopia por confocal
en corte transversal
histolégico de papila
caliciforme de rata.

Figura 3. a) Micrografia
de microscopia

confocal para
inmunofluorescencia
positiva en corte
transversal de papila
caliciforme de rata. La
escala corresponde a 30
um (aumento x1200).
b) Control negativo de
microscopia por confocal
en corte transversal
histoldgico de papila
caliciforme de rata.




células gustativas tiene a su vez sub-tipos celulares (Lee et al.,
2009), en donde las células de Tipo I se les ha atribuido una
funcién de células de sostén (Huang et. Al. 2009), las células de
Tipo II son las células que expresan la totalidad de los receptores
especificos para las modalidades gustativas, asi como los
elementos sub-celulares de la transduccién de la sefial gustativa
(Zhang et al., 2007) y las células de Tipo III expresan o contienen
neurotransmisores como la serotonina (Huang ez 4/., 2009) y los
receptores serotonérgicos correspondientes (Huang ez al., 2008,
Suzuki, 2007). De esta manera, los resultados muestran que las
células inmunomarcadas para la gustducina son células gustativas
de Tipo 1I, y adicionalmente algunas células gustativas de tipo II
se encuentran co-expresando al receptor GPR-43, lo que permite
apoyar la idea que existen células gustativas especializadas, de
tipo II, que expresan el receptor correspondiente a AGCC vy la
maquinaria sub-celular necesaria para la codificacién de la sefial
gustativa en coordinacién con las células de Tipo III que exhiben
un fenotipo de celular (Huang ez al., 2008). En la década pasada
se han encontrado evidencias que sugieren que, pueda existir
una sexta modalidad de percepcién sdpida (Khan, 2009), en
este caso la percepcidn para las moléculas lipidicas, ampliamente
encontradas en diversos alimentos; sin embargo, sélo se ha
descrito la expresién a nivel lingual, y sélo en papilas fungiformes
de ratén , de CD36 y GPR-40 (Cartoni et. al., 2010, Gaillard, ¢#
al. 2008) de los cuales se ha verificado pueden unirse a sus ligandos
correspondientes, dcidos grasos de cadena larga, estableciendo la
interaccién del CD36 con sus ligandos correspondientes, por
ejemplo acido linoléico (El- Yassimi, e# a/., 2008), desencadena la
liberacién de algtin neurotransmisor mediada por la transduccién
de senales gustativas en las células gustativas de tipo II y tipo
III. Adicionalmente, se debe de considerar que existen 4cidos
grasos de cadena corta contenidos en la dieta (De la Fuente ez al.,
2009) detectados a nivel de cavidad oral en donde algtin receptor
puede mediar la interaccién con sus ligandos correspondientes
(butirato, propionato, acetato), asi con el conjunto de evidencias
y lo reportado en la literatura se avanza en la consolidacién de una
posible sexta modalidad gustativa especializada en la percepcién

de lipidos.
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