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RESUMEN
PALABRAS CLAVE

El sentido del gusto informa al organismo acerca de la calidad de los alimentos ingeridos. Cinco
sub-modalidades sipidas permiten la percepcion de los estimulos dulces, salados, agrios, amargos
y umami contenidos en los alimentos, han sido descritos. Sin embargo, la atraccién innata de los
mamiferos por los alimentos grasos. Plantea la posibilidad de una nueva modalidad orosensorial
dedicada a la percepcién de lipidos. Durante mucho tiempo, se pensaba que los lipidos de la

Receptores gustativos;

Acidos Grasos de
Cadena Corta;

GPR43. dieta sélo se detectaban por el trigémino (textura y viscosidad de la percepcion) y por sefiales
retronasales olfativas. En este trabajo se muestran evidencias de que el receptor GPR43 se expresa
en células gustativas de rata adulta y permiten apoyar su participacion en la percepcién de los
4cidos grasos de cadena corta (AGCC).

ABSTRACT

KEYWORDS
The sense of taste informs the organism about the quality of the diet. Sapid Five sub-modalities

allowing the perception of stimuli sweet, salty, sour, bitter and umami in food, have been described.
However, the innate attraction of mammals for fatty foods. Raises the possibility of a new mode
dedicated to the perception orosensorial lipids. For a long time, it was believed that lipids in
the diet was only detected by the trigeminal (texture and viscosity of perception) and retronasal
signals, olfactory. In this paper we show evidence that the GPR43 receptor is expressed in taste
cells of adult rat and allowed to support their participation in the perception of short-chain fatty
acids (SCFA).
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INTRODUCCION

Elsentido del gusto forma parte del sistema sensorial
quimico o de quimiorecepcién de los mamiferos. El
complejo proceso de la degustacién comienza cuando
las moléculas sipidas contenidas en los alimentos
se liberan en la saliva y son registradas dentro de
la cavidad oral. Células especializadas localizadas
principalmente en la superficie de la lengua permiten
la deteccién de los compuestos sdpidos, a través de la
expresion de receptores especificos para la deteccidn
de las diferentes modalidades gustativas identificadas

y aceptadas actualmente por
ejemplo para el sabor dulce
y umami se han asociado a
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y sabores agrios (Herness et Sun, 1999, Richter, et
al., 2004) y de esta manera se permite la liberacién
posiblemente de algunos neurotransmisores (Herness
et al., 2005) los cuales portan la sefial a través de los
nervios como el glosofaringeo o trigémino (Munger,
1993) hasta el sistema nervioso central, donde las
sefiales gustativas son decodificadas y los sabores
especificos son identificados (Shiffman, 2000).

Otro mecanismo quimiosensorial, que colabora
en la identificacién de los sabores y sensaciones
de los

terminaciones nerviosas como el nervio trigémino.

nociceptivas alimentos es a través de
Sin embargo, entre los mamiferos y particularmente el
hombre se ha documentado una particular apetencia
por los alimentos que son suplementados con lipidos
(Khan, 2009) como los 4cidos grasos de cadena larga
y dcidos grasos de cadena corta, los cuales imparten
cualidades sdpidas y nociceptivas agradables a los
alimentos y pueden tener un impacto sobre el consumo
de alimentos ricos en lipidos (Dileo et al., 1994). Hasta
ahora solo se ha identificado al CD36 lingual, el cual
es un fuerte candidato a ser considerado como un
receptor especifico para la deteccién de dcidos grasos
de cadena larga en los alimentos Gaillard, et al., 2008,
Laugerette et al., 2005), pero no se ha demostrado la
expresiéon de receptores especificos para la deteccidn
de dcidos grasos de cadena corta, los cuales imparten
ciertas cualidades sdpidas a ciertos alimentos de origen
licteo (De la Fuente, et al., 2009). Asi en este trabajo
se muestran evidencias de que el receptor GPR43 se
expresa en ciertas células gustativas provenientes de
rata adulta, el cual puede participar en la deteccién
de moléculas lipidicas contenidas en la dieta de los
mamiferos.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 6 ratas macho adultas de la cepa
Wistar, de 200 g de peso; las cuales se mantuvieron en
condiciones ambientales controladas de ciclos de luz-
oscuridad de 12 h, temperatura ambiental de 20-24°C
y humedad relativa del 75-80%, agua y alimentacién
ad-libitum.
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Obtencién 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 la papila caliciforme se homogeneizé
en 1000 pl de Trizol™ | se almacenaron las muestras a
-80°C hasta su uso.

Biologia molecular

Extraccién del acidos ribonucleicos totales (ARN) de
papilas caliciformes de rata:

La extraccién de los ARN totales de las papilas

caliciformes se realizé utilizando el reactivo

Trizol™ de Invitrogen, basado en el método
(1987). La
concentracién y la pureza del ARN se determiné
260 'y 260/280

nanometros (nm) respectivamente.

descrito por Chomczynki and Sacchi

espectrofotométricamente a

Experimentos de retro transcripcion y reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Para la obtencién el Acido Desoxirribonucleico
complementario ADN (ADNc) se utiliz6 el sistema
de retrotranscripciéon AMV de PROMEGA ™, en
cada reaccién se utilizé un control negativo los cuales
fueron tratados de manera idéntica a las muestras
denominadas control positivo. Se utilizaron los
oligonucledtidos para rata (Rattus norvergicus) del

receptor GPR43 (NM_001005877.1)

Oligonuclestido sentido:
5’-GCACCATCGTCATCATCGTT-3;
antisentido,

5- GCCAATAGCAGAAGATGG-3.

Las condiciones para la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron las siguientes, una fase inicial
de desnaturalizacién de 5 minutos a la temperatura de
94°C y 40 ciclos de 60 segundos a 94°C, 60 segundos
a55°Cy 72°C durante 90 segundos y un ciclo final de

extensién de 8 minutos a 72°C.
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200 pb

Obtencion del tejido

Los papilas caliciformes provenientes de las ratas
fueron colectadas y puestas en solucién de fijacion,
para-formaldehido, al 4% en PBS y conservadas
a 4°C, durante 6 horas, después, las papilas fueron
colocadas secuencialmente en una solucién de
sacarosa al 10%, 20% y 30% de con concentracién
en PBS, en cada solucién de sacarosa los tejidos se
encontraron en el fondo del tubo. Las papilas después
de su crioproteccién fueron orientadas en moldes
de plistico y embebidas en Tissutek, provisto por

ASPENLABS de México, y enseguida congeladas

30

Ficura 1. Imagen de gel
de agarosa al 1.5%, M:
Marcador de ADN de 100
pb; RT(+): control positivo
para el gen gpr43 y RT (-)

control negativo.

a -25 °C y preservadas a -20 °C; se realizaron cortes
en un criostato Leica, a -20 “C y un espesor de 30
pm, posteriormente colectadas sobre laminillas Super
Frost tratadas con Polilisina (Sigma™). Los cortes de
las papilas fueron conservadas a -25 °C hasta su uso.

Inmunohistoquimica:

Los cortes de la papila caliciforme fueron sacados
a la temperatura ambiente durante un periodo de
60 minutos, posteriormente hidratados con buffer
de fosfatos (PBS), e incubados durante 60 minutos

F1Gura 2. A) Micrografia de microscopia de epifluorescencia para inmunofluorescencia positiva en corte transversal de papila
caliciforme de rata. La escala corresponde a 30 pm. (aumento x680). B) Control negativo de microscopia de epifluorescencia

en corte transversal de papila caliciforme de rata.
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a temperatura ambiente con la solucién de bloqueo:
0.3% de triton X-100 (Sigma™) y 10% de suero
normal de asno (Sigma™) en PBS. Enseguida, la
incubacién con el anticuerpo primario anti-GPR43
(anticorps-enligne.fr ™) diluido (1:200) en la solucién
de incubacién 0.3% de tritén X-100 (Sigma™) y
2% de suero normal de asno (Sigma™) en PBS, la
incubacién transcurrié durante 48h a 4 °C.

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 (Molecular
Probes) diluido 1:250 en PBS fue incubado a
temperatura ambiente durante 2 h. Enseguida se
lavaron los cortes con PBS tres veces durante 5
minutos cada ocasién y montadas con solucién Pro-
Long Antifade de Molecular Probres observadas y
documentadas con el microscopio de epifluorescencia

Nikon.

RESuULTADOS

La figura 1, muestra la imagen proveniente del gel
de agarosa al 1.5% y se muestra la expresién del gen
del receptor gpr43 expresado en papilas caliciformes
de las lenguas de los animales adultos utilizados en
el presente trabajo, el producto de amplificacion
corresponde a aproximadamente 190 pares de bases
(pb), de acuerdo a lo esperado por los oligonucelotidos
utilizados (ver material y métodos) en los experimentos
de RT-PCR.

La figura 2, A) muestra células gustativas con
una inmunoreaccién positiva del anticuepo anti-
GPR43 en cortes transversales de papila caliciforme
provenientes de al menos 4 animales diferentes; se
muestra la especificidad de la sefial de fluorescencia
y describe la estructura cldsica bipolar de las células
gustativas en los corpuslos gustativos de la papila
caliciforme. La micrografia ha sido obtenida a través
del microscopio de epifluorescencia con el objetivo
63X. B) Inmunoreaccién negativa, correspondiente
al control negativo en cortes transversales de papila
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caliciforme, en donde no se agrego el anticuerpo
primario (anti-GPR43), pero se realizé el revelado
normal con el anticuerpo secundario. La observacién
fue realizada en el microscopio de epifluorescencia con

el objetivo 63X.

DiscusioN

El presente trabajo muestra la expresién del
gen correspondiente al receptor gpr43 en papilas
caliciformes de rata por medio de RT-PCR y por
la inmunohistoquimica especifica para las células
gustativas en papilas caliciformes de lengua de ratas
adultas. Este receptor se ha reportado que se encuentra
expresado tanto en células enteroendocrinas del
intestino, asi como en adipocitos (Hou, et al., 2008,
Karaki et al. 2006), ademds este receptor se une con
sus ligandos correspondientes: butirato, propionato y
acetato, los cuales se encuentran en ciertos alimentos,
pero también son producidos por la flora microbiana
que se encuentra en la mucosa del intestino grueso, esto
como producto de la degradacién de la fibra dietética
en su fraccién soluble. Se reconocen actualmente cinco
modalidades gustativas, las cuales a nivel molecular
para poder ser detectadas por las células gustativas, se
necesita que estas células localizadas 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). En la tltima década se ha propuesto
que pueda existir una sexta modalidad de percepcién
sdpida (Khan, 2009), en este caso la percepcién para
las moléculas lipidicas, ampliamente encontradas en
diversos alimentos; sin embargo, solo se ha descrito la
expresion a nivel lingual y solo en papilas fungiformes
de ratén del CD36 (Gaillard, et al. 2008) del cual se ha
verificado puede unirse a sus ligandos correspondientes,
dcidos grasos de cadena larga, también se ha podido
establecer la interaccién del CD36 con sus ligandos
correspondientes, por ejemplo acido linoléico (El-
Yassimi, et al., 2008), desencadena la liberacién de
algin neurotransmisor mediada por la transduccién
de sefiales. Se debe de considerar que existen dcidos
grasos de cadena corta contenidos en la dieta (De la
Fuente et al., 2009) que pueden eventualmente ser
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detectados a nivel de cavidad oral y en donde algin
receptor puede mediar la interaccién con sus ligandos
correspondientes (butirato, propionato, acetato).

CONCLUSIONES

Asi el presente trabajo reporta por primera vez
la expresién del receptor GPR43 en esta estructura
lingual (papila caliciforme) de rata adulta, lo cual
sienta las bases para trabajos posteriores en los cuales
se pueda establecer i) el tipo celular gustativo que
media la via de sefializacién a nivel intracelular, ii)
si existe la posible liberacién de neurotransmisores y
iii) las implicaciones fisiolégicas de interaccién de los
ligandos butirato, propionato y acetato con el receptor

GPR43 expresado a nivel.
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