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La obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), consideradas ambas como dos de los
rasgos clinicos definitorios del sindrome metabdlico (SM), constituyen dos trastornos
cronicos concomitantes en un elevado porcentaje de pacientes. Ambas patologias
presentan una prevalencia e incidencia en progresivo aumento, convirtiéndose en una

epidemia mundial de salud publica.

La cirugia bariatrica (CB) ha demostrado su eficacia en el control de la obesidad y el
SM, incluyendo la DMT2, en muchos casos con resultados superiores a los obtenidos
con muchos de los tratamientos médicos. En esta capacidad resolutiva de los
procedimientos bariatricos subyacen, no solo la pérdida de peso generada, sino también

los efectos metabdlicos derivados de la modificacion del tracto gastrointestinal asociada.

Los mecanismos fisiopatol6gicos responsables del efecto metabélico concomitante a
estas cirugias gastrointestinales alin no estan completamente definidos. No obstante,

dichos mecanismos parecen englobarse dentro de un eje entero-pancreético.

Asi pues, la manipulacion quirdrgica del tracto gastrointestinal responsable de la
alteracion del eje entero-pancredtico, y la consiguiente modificacion de la secrecion de
determinadas hormonas gastrointestinales con efectos sobre el metabolismo
hidrocarbonado son la base de algunas de las hipétesis mayormente aceptadas para

explicar el fenémeno.

Dentro de estas destacan algunas como la “teoria del intestino proximal”, (Foregut
Theory) que propone el efecto beneficioso de la exclusién del transito en el intestino
delgado proximal del alimento, con un misterioso candidato mediador, aun por
determinar y que vendria a actuar como anti-incretina. O la “teoria del intestino distal”
(Hindgut Theory) que propone incrementos en la secrecion de Glucagon Like Peptide-1
(GLP-1) en respuesta al transito prematuro del alimento a través del ileon. Sin olvidar
aguellas que implican la actuacion de la microbiota intestinal (MI) en la regulacion de las

hormonas gastrointestinales.

En este sentido casi todas estas teorias presentan serias lagunas, derivadas de la falta
de conocimiento en profundidad de la expresion y de los procesos regulatorios que
gobiernan la secrecion de estas hormonas en el tracto digestivo. Hasta cierto punto una
situacion ldgica, si tenemos en cuenta la dificultad del abordaje de estos temas en el
propio tejido productor. Lo que ha llevado a la publicacion de innumerables trabajos en

los que se mide y determina de todas las formas posibles los niveles de estas hormonas

25



gastrointestinales a nivel periférico, en modelos animales y humanos. Pero a una escasa
publicacion referida a la expresion de estas en el tejido productor y a las consecuencias

derivadas de su reordenamiento.

Esto nos lleva a un panorama en el que se construyen con frecuencia teorias que
intentan explicar el fendmeno sin una base soélida apoyada en el conocimiento profundo

de la regulacion y los mecanismos de expresion de este grupo de hormonas.

En este trabajo intentamos ahondar en el estudio de la expresion y regulacién de
algunas de las hormonas gastrointestinales mas importantes como GLP-1, Peptide
Tyrosine-Tyrosine (PYY) y Gastric Inhibitory Polypeptide (GIP). No solo a nivel
periférico, si no en el propio tejido productor, el tubo digestivo, utilizando un modelo
animal sano como es la rata Wistar y una herramienta que nos permite reordenar los
distintos segmentos del tubo digestivo para su estudio como es la Transposicion lleal
Preduodenal (PDIT).

Teniendo en cuenta lo expuesto y la necesidad existente de profundizar en el
conocimiento de la regulacion de las hormonas gastrointestinales y de su papel en el
fendmeno de resolucion de la diabetes tras la realizacién de CB. Consideramaos que este
trabajo puede aportar valiosos conocimientos al respecto. Lo que justifica la realizacién
del mismo en su totalidad.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Dentro del conjunto de 6rganos y tejidos implicados en la regulacién del metabolismo
de los hidratos de carbono nos encontramos con un ndmero considerable de estos.
Entre los més importantes y que atafien de una forma més directa al objeto de este
estudio encontramos el pancreas, el estbmago y el intestino delgado.

1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL PANCREAS. EL METABOLISMO DE LOS
HIDRATOS DE CARBONO.

1.1. Embriologia 'y Anatomia del Pancreas

1.1.1. Embriologia

El pancreas es un 6rgano glandular con funciéon endocrina y exocrina situado a nivel
retroperitoneal. Su desarrollo embriol6gico deriva del intestino anterior a partir de dos
esbozos separados, dorsal y ventral. Ambos esbozos se originan de las yemas de
revestimiento endodérmico del duodeno entre la cuarta y quinta semana de desarrollo
(). Tras un proceso de rotacion posterior del duodeno en sentido horario, los primordios
entran en contacto y se fusionan hacia la octava semana de embriogénesis. El esbozo
ventral forma el proceso uncinado y la parte inferior de la cabeza pancreatica, mientras

que el resto de la glandula deriva del esbozo dorsal (2) (Figura 1).

29



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Colédoco

Conducto
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Figura 1. Desarrollo embriolégico del pancreas (Dudeja V, Christein JD, Jensen
EH et al. Pancreas Exocrino. In; Townsed CM et al, editor. Sabiston Tratado de
Cirugia Fundamentos Bioldgicos de la Practica Quirtrgica Moderna. 19th ed.
Barcelona: Elsevier; 2018. p. 1520-2).

1.1.2. Anatomia

El pancreas se localiza en el cuadrante superior de la cavidad retroperitoneal, a nivel de
la primera vértebra lumbar. En el humano, el pancreas presenta una forma aplanada y

alargada en la que se diferencian 3 regiones anatémicas: cabeza, cuerpo y cola.

La cabeza del pancreas se posiciona unida a la segunda porcién duodenal, en el marco
o “C” duodenal, e inmediatamente anterior a la confluencia de las venas renales en la
vena cava inferior. A este nivel, el conducto pancreatico principal o de Wirsung, tras
atravesar longitudinalmente toda la glandula, drena junto al colédoco en la llamada
ampolla hepatopancreética de Vater. La zona de transicion entre la cabeza y el cuerpo
pancreatico presenta una intima relacion con los vasos mesentéricos superiores y la
vena porta. El cuerpo atraviesa la linea media en situacion posterior al cuerpo gastrico.

Y la cola se encuentra en contacto con el hilio esplénico (3) (Figura 2).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El suministro arterial se efectia por ramas secundarias del tronco celiaco y de la arteria
mesentérica superior (AMS). En concreto, por las arterias pancreético-duodenales
superior e inferior y sus ramas anteriores y posteriores que conforman el llamado “arco
pancreatico” y se dirigen a la cabeza pancreatica. La irrigacion del cuerpo y la cola
procede de la arteria esplénica. El sistema venoso drena en el sistema portal a través
de la vena mesentérica superior y la vena esplénica (4).

La inervacion es fundamentalmente vegetativa. Las fibras simpaticas se originan de los
nervios esplacnicos mayor y menor y conforman el plexo celiaco y pancreético. La

inervacion parasimpatica se realiza por el tronco vagal, principalmente posterior (5).

Inferior vena
cava (IVC)

L. adrenal SPlenic a.

Portal v. gland

Hepatic a.
Common bile duct

R. adrenal gland

Minor papilla
R. kidney
Major papilla

Second part
of duodenum

Uncinate
process

Abdominal aorta

IVC - o

Figura 2. Principales relaciones anatomicas del pancreas con las estructuras
adyacentes (Hruban RH, Pitman MB KD. Tumors of the Pancreas. In: AFIP Atlas of
Tumor Phatology. 6th ed. Washington D.C.: American Registry of Pathology;
2007).

A diferencia del humano, el pancreas en el roedor presenta una morfologia lobulada,
aplanada y difusa. Se dispone dentro de una lamina de coalescencia del mesenterio del
intestino proximal camuflado por abundante tejido adiposo. Y se extiende
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

horizontalmente desde el marco duodenal hasta el hilio esplénico ocupando la cara
posterior gastrica (6). La diferenciacion topogréfica clasica estd menos definida. Sin
embargo, al ser lobulado, se subdivide en una porcidon proximal (I6bulo derecho o
duodenal) y otra distal (I6bulo izquierdo o esplénico) al duodeno, homdlogos de la
cabeza y cola pancreaticas respectivamente; y el cuerpo pancreatico o lébulo géstrico
(7,8). Respecto al sistema circulatorio humano, tanto la vascularizacién arterial como el
drenaje venoso no presentan diferencias groseras, siendo ambas circulaciones muy

similares (9).

1.2. Pancreas Endocrino

A nivel fisiologico, el pancreas es una glandula con funcion mixta (endocrina y exocrina)

estructuralmente repartida en distintos tipos celulares bien diferenciados.

El componente exocrino se encarga de la sintesis de proenzimas inactivas y su
secrecion en la luz duodenal para su activacion y la posterior digestién de alimentos.
Esta representado por los acinos y ductos pancreaticos, distribuidos en toda la extensiéon
del 6rgano. Las células acinares constituyen hasta el 85% de la glandula, mientras que
el sistema epitelial ductal aproximadamente el 4% del total.

El péncreas endocrino es responsable fundamentalmente del metabolismo
hidrocarbonado, a través de la sintesis y secrecién hormonal en los llamados islotes
pancreaticos o de Langerhans. Estan formados por cinco tipos celulares: beta (B), alfa

(a), delta (©), épsilon (€) y polipéptido pancreético (PP) (10) (Figura 3).
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Figura 3. Componente exocrino y endocrino del pancreas (Trucco M. Regeneration
of the pancreatic B cell. J Clin Invest [Internet]. 2005 Jan 3;115(1):5-12. Disponible

en: http://www.jci.org/articles/view/23935).

1.2.1. Citoarquitectura del Islote de Langerhans

Los islotes de Langerhans son grupos celulares esferoidales distribuidos entre el
parénquima exocrino, los cuales constituyen el tejido endocrino del pancreas. Estos
agregados multicelulares fueron descritos por primera vez en 1869 por Paul
Langerhans. En el pancreas adulto existen entre 1 a 2 millones de islotes, que
representan en torno al 1-2% del volumen pancreético total. Cada uno de los islotes esta
compuesto por entre 1000 a 3000 células y presenta un tamafio de 40 a 500 um de
diametro (11,12). En el pancreas humano se distribuyen de forma homogénea en las
tres porciones glandulares, mientras que en la rata son mas abundantes en el |6bulo
derecho (13).

En cada islote es posible identificar cinco grupos celulares con distintas caracteristicas
morfolégicas y de tincion: beta (B), alfa (a), delta (8), épsilon (€) y células productoras
del PP. La distribucion de las distintas poblaciones celulares cambia en el humano

respecto a la rata. En el humano estos se disponen de forma aleatoria y homogénea en
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la estructura del islote. Mientras que en el roedor la células beta conforman el cuerpo

central del islote y el resto se distribuyen en la periferia (14,15) (Figura 4).

Cada tipo celular es responsable de la liberacion de una determinada hormona e
interactia de forma coordinada con el resto en el control del metabolismo
hidrocarbonado. La organizacion de los islotes pancreéticos en torno a una densa red
de capilares permite la secrecion de las diferentes hormonas sintetizadas directamente
al torrente circulatorio en funcion de los cambios en la concentracién plasmatica de
glucosa. Ademas, el sentido de perfusion del islote desde las células beta hacia las
células delta posibilita la sefializacion intercelular necesaria para la regulacion paracrina.
En este sentido, la importante inervacién simpatica y parasimpatica de las células del

islote también sera determinante en la regulacién hormonal endocrina (16,17).

a Rodent islet Human islet
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Human: 30-50% 50-60% ~5% <1%

Figura 4. Citoarquitectura del islote de Langerhans. Distribucién diferencial de los
distintos tipos celulares en el humano y en la rata (Campbell JE, Newgard CB.
Mechanisms controlling pancreatic islet cell function in insulin secretion. Nat Rev
Mol Cell Biol [Internet]. 2021 Feb 4;22(2):142-58. Disponible en:
http://www.nature.com/articles/s41580-020-00317-7).
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1.2.2. Poblaciones Celulares del Pancreas Endocrino

1.2.2.1. Células Beta (B)

Su funcién primordial es la sintesis y secrecion de insulina, la cual presenta un efecto
hipoglucemiante al disminuir los niveles de glucosa en sangre. Representan la poblacién
celular mas abundante del islote: aproximadamente el 60-75% del total de células
insulares en el humano y hasta el 80% en la rata (18). Mientras que en el humano
presentan una distribucién homogénea, en el roedor se localizan en su porcién central
(29).

Las células beta interaccionan de forma homotipica mediante “gap juntions”, lo que
permite una respuesta sincronizada al estimulo glucémico plasmatico. Este tipo de
asociacion directa se produce hasta en el 70% de los islotes pancreaticos de roedor,
mientras que en el humano el contacto directo entre células beta tiene lugar en

aproximadamente el 30% (12,20).

1.2.2.2. Células Alfa (a)

Presentan una distribucion irregular y representan en torno al 40% de las células del
islote en humanos. En el pancreas del roedor suponen el 15-20% del total celular y
presentan una localizacion periférica. Tanto en islotes humanos como en roedores, mas
del 90% de las conexiones paracrinas de las células alfa son heterotipicas, siendo la

mayoria con células beta, principalmente en el pancreas humano (21,22).

Las células alfa secretan glucagén, hormona contrareguladora de la insulina en el
mantenimiento homeostéatico de la glucosa. De esta forma, el glucagbn aumenta la
concentracion de glucosa en sangre al estimular la glucogenolisis y la gluconeogénesis
hepatica. Ademas, en el tejido adiposo parece favorecer el catabolismo graso al

promover la lipdlisis de triglicéridos y la B-oxidacion de acidos grasos (23,24).

1.2.2.3. Células Delta ()

Tanto en humanos como en roedores se localizan en la periferia del islote, constituyendo

entre el 5-10% de la poblacion celular (25). Se encargan de la secrecion de
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somatostatina, la cual ejerce un control paracrino de tipo inhibitorio sobre la secrecién
de insulina y glucagén por parte de las células beta y alfa respectivamente. Aunque su
efecto inhibitorio no solo se limita a nivel local, sino que también actida a nivel
gastrointestinal al suprimir la secrecion y motilidad géstrica, y del SNC al inhibir la
liberacion de hormona del crecimiento (GH) (26).

1.2.2.4. Células Insulares Menores

a) Células PP: se disponen en la periferia de los islotes y son més frecuentes en
aqguellos localizados en la porcién duodenal, aunque no representan mas del
1% de la poblacién endocrina (27). Producen el polipéptido pancreético (PP),
gue actlia de manera paracrina al inhibir la secrecién de enzimas pancreaticas

exocrinas, asi como sobre la motilidad géastrica y de la vesicula biliar (28).

b) Células Epsilon (g): presentan una localizacion periférica en el islote y se

distribuyen de forma homogénea, pero en nimero muy reducido (1%). Son
responsables exclusivamente de la secrecion de grelina pancreatica. Durante
la etapa embrionaria constituyen una subpoblacion prominente, existiendo una
mayor densidad de células productoras de grelina a nivel pancreatico que
gastrico, invirtiéndose tras el nacimiento (29,30).

1.3. Sintesis, Secrecion y Accién de la Insulina

1.3.1. Sintesis

La insulina es la principal hormona secretada por el pancreas endocrino, y su funcién
mas importante es la disminucion de los niveles sanguineos de glucosa. Fue aislada por
Banting y Best por primera vez en 1922, convirtiéndose en la principal hormona
involucrada en el control de la homeostasis glucidica. Es una hormona de naturaleza
proteica y estructura globular sintetizada por las células beta de los islotes de
Langerhans. Estd formada por dos cadenas polipeptidicas: una cadena A de 21
amino&cidos (Aa) y una cadena B de 30 Aa, unidas entre si por dos enlaces disulfuro.
Su sintesis tiene lugar a partir de una molécula precursora llamada preproinsulina, que
se desdobla proteoliticamente en el reticulo endoplasmico para formar proinsulina. La

proinsulina es transportada al aparato de Golgi donde se escinde por accion de
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endopeptidasas PC1/3 y PC2 en péptido C residual e insulina madura, los cuales son
almacenados en granulos secretores. Finalmente, tanto la insulina como el péptido C se
secretan en cantidades equimolares directamente a sangre periférica mediante
exocitosis (31-33).

1.3.2. Secrecion

La secrecion de insulina es directamente proporcional a la concentracion de glucosa en
sangre, siendo el incremento de la glucemia el principal factor en la regulacién de su
secrecion (34). La glucosa extracelular penetra al citosol de la célula beta a través de
transportadores especificos GLUT-2 predominantes en humanos y roedores (35),
aungue los transportadores GLUT1 y GLUT3 pudieran ser transportadores de gran
relevancia en humanos (36). Una vez en el interior celular, la glucoquinasa fosforila la
glucosay la convierte en glucosa-6-fosfato, que es metabolizada a piruvato mediante la
glicdlisis. El piruvato en la célula beta es mayoritariamente metabolizado por via
aerdbica, activando el ciclo de Krebs con el consiguiente incremento de NADH y FADH2.
Estos dltimos permiten la sintesis de ATP al transferir electrones para la fosforilacion

oxidativa.

El incremento de la razon ATP/ADP inhibe los canales de potasio sensibles al ATP (K-
ATP), con la consiguiente despolarizacion de la membrana plasmatica. Esta
despolarizacion de membrana activa canales de calcio dependientes de voltaje,
permitiendo la entrada de calcio extracelular en la célula. El aumento del calcio citosélico
es la sefial que desencadena la secrecion de insulina al medio extracelular mediada por
exocitosis (37-39) (Figura 5).
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Figura 5. Secrecion de insulina a nivel de la célula beta pancreatica (Campbell JE,
Newgard CB. Mechanisms controlling pancreatic islet cell function in insulin
secretion. Nat Rev Mol Cell Biol [Internet]. 2021 Feb 4;22(2):142-58. Disponible en:
http://www.nature.com/articles/s41580-020-00317-7).

1.3.3. Accioén

Los efectos principales de la insulina estdn mediados por la activacion de su receptor
de superficie celular IRS, que se expresa principalmente a nivel hepatico,
musculoesquelético y tejido graso. El IRS es un receptor tetramérico formado por dos
subunidades alfa extracelulares (IRS1) y dos subunidades beta transmembrana unidas
por puentes disulfuro (IRS2). La unién de la insulina a las subunidades alfa del receptor

provoca la autofosforilacién de las subunidades beta de éste, lo que determina una
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actividad tirosin-quinasa que lleva a una fosforilacion de los sustratos proteicos

intracelulares del receptor (40). Entre los efectos de la activacion del IRS destacan:

e Gluconeogénesis: por la cual la insulina promueve la sintesis de glucégeno

muscular y hepético al inhibir la glucégeno fosforilasa y activar la glucégeno
sintetasa.

e Glucdlisis: la activacion de la piruvato deshidrogenasa y fosfofructocinasa por
la insulina permite la degradacion de la glucosa y su utilizacién en células

musculoesqueléticas y hepaticas.

e Captacién de Glucosa en Tejidos Periféricos: la union de insulina al receptor

IRS1 estimula la traslocacion de trasportadores especificos GLUT4 desde los
depdsitos intracelulares a la membrana celular, lo que facilita la entrada de

glucosa en las células musculares y adipocitos.

e Lipogénesis: el aumento de la concentracion de acidos grasos libres (AGL)
por activacion de la lipoprotein lipasa (LPL) aumenta su absorcion en el tejido
adiposo, con el posterior deposito de triglicéridos. Ademas, la insulina inhibe
la lipasa responsable de la hidrdlisis de triglicéridos.

e Proteogénesis: en el hepatocito y en la célula musculoesquelética, la insulina

facilita la sintesis proteica, al aumentar la captacién de aminoacidos y la

traducciéon de ARN mensajero. Ademas, disminuye la protedlisis (10,16,41).
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Figura 6. Regulacién hormonal de la glucosa mediada por insulina (Fillebeen C,
Lam NH, Chow S, Botta A, Sweeney G, Pantopoulos K. Regulatory Connections
between Iron and Glucose Metabolism. Int J Mol Sci [Internet]. 2020 Oct
21;21(20):7773. Disponible en: https://www.mdpi.com/1422-0067/21/20/7773).

1.4. Regulacién de la Glucemia

La regulacion de la glucemia es un proceso regido por un estricto control, siendo el
antagonismo insulina-glucagon el principal mecanismo regulador. La glucosa es, per se,

el principal estimulo para la secrecién de insulina.

Las concentraciones plasmaticas de glucosa normales oscilan entre los 80 mg/dl
durante el ayuno y los 240 mg/dl aproximadamente en la primera hora postprandial. La
insulina y el glucagén actian como sistemas de retroalimentacion esenciales para
mantener la homeostasis de la glucosa. Cuando la glucemia aumenta, la concentracion
de insulina en sangre también aumenta, estimulando el almacenamiento de la glucosa
intracelular con el consiguiente descenso de la glucemia hasta valores normales. En
cambio, el descenso de los niveles de glucemia estimula la secrecion de glucagon, que
actua de forma contraria y moviliza la glucosa desde los tejidos periféricos aumentando

las concentraciones de glucosa en sangre hasta niveles fisiologicos (41,42) (Figura 7).
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El incremento de la secrecién de insulina tras un estimulo de glucosa es inmediato,
elevandose su concentracion plasmética casi 10 veces a los 3-5 minutos. Mientras que
la secrecion de insulina se inactiva en torno a los 3-5 minutos del regreso de la glucemia

a niveles normales (14,16,43).

En caso de hipoglucemia, tiene lugar una inhibicion de la secrecién de insulina de
manera casi inmediata mediante la activacion de receptores adrenérgicos a2, En estas
situaciones, la adrenalina aumenta la glucemia plasmatica por medio de un potente

efecto glucogenolitico a nivel hepético.
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Figura 7. Mantenimiento de valores normales de glucemia mediada por el binomio

Glucagon

insulina-glucagon (Réder P V, Wu B, Liu Y, Han W. Pancreatic regulation of
glucose homeostasis. Exp Mol Med [Internet]. 2016 Mar 11;48(3):e219-e219.
Disponible en: http://www.nature.com/articles/emm20166).
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2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL TUBO DIGESTIVO. HORMONAS
GASTROINTESTINALES.

Lo que denominamos comunmente tubo digestivo esta constituido por una serie de
elementos anatdmica y funcionalmente diferenciados. En nuestro caso vamos a

diferenciar estbmago e intestino delgado.

2.1. Estbmago

2.1.1. Embriologia

El estbmago es el érgano responsable de la digestién del bolo alimenticio para la
posterior absorcion de nutrientes a nivel intestinal. Es un 6rgano de origen endodérmico,
cuya organogénesis se inicia a partir de un proceso de dilatacién fusiforme del intestino
anterior a partir de la cuarta semana de gestacion (1). A la séptima semana, mediante
una rotacion longitudinal, se produce una dilatacién caracterizada por una mayor
elongacion de la pared dorsal respecto a la pared ventral, de lo cual resulta una
curvatura mayor convexa izquierda y una curvatura menor concava derecha. De esta

forma, adquiere la morfologia caracteristica en fol de gaita (44).

2.1.2. Anatomia

El estbmago constituye una viscera hueca dilatada del tubo digestivo situada entre el
esoéfago y el duodeno. En el humano, presenta una localizacién intraperitoneal, siendo
sus principales relaciones con el higado, el bazo, el pancreas y el colon transverso. Esta
dividido en cinco regiones topogréficas: cardias, fundus, cuerpo, antro y piloro. El
cardias envuelve el orificio esofagico y constituye la unién esofago-gastrica (UEG).
Mediante un plano horizontal a su través, el cardias delimita a nivel superior el fundus y
a nivel inferior el cuerpo gastrico. El cuerpo abarca la mayor parte del estémago, con la
curvatura menor a la derecha y la curvatura mayor a la izquierda. A continuacion del
cuerpo, se sitla el antro, estrechandose progresivamente en el conducto pilérico hasta
finalizar en el piloro. El piloro se comunica con el duodeno y constituye un verdadero

esfinter mediante un engrosamiento de la musculatura circular (45).
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Respecto al humano, el estbmago de la rata presenta varias diferencias anatémicas. En
primer lugar, tiene una morfologia semilunar con una orientaciobn espacial mas
transversal. Asimismo, la UEG se caracteriza por ser mas centralizada y horizontal,
mientras que la entrada al duodeno es craneal (9). En segundo lugar, a diferencia del
humano en el que todo el 6rgano es secretor, en la luz estomacal del roedor se objetivan
dos regiones topogréficas. Una primera porcion no glandular izquierda (pars cardiaca,
forestomach, saccus y cecus ventricularis) y una segunda porcién glandular derecha
(pars fandica y pars pylorica). Ambas regiones estan bien delimitadas por una
membrana mucocutdnea llamada cresta limitante. Constituye un repliegue glandular que
impide el vémito al cerrar la entrada al es6fago por contiglidad. Externamente, la region

glandular del estbmago presenta un aspecto mas rojizo y de paredes mas gruesas (46).

Esophagus

Pylorus A

- Forestomach

Rugae

Limiting ridge

Glandular stomach

Esophagus —

Pylorus

Duodenum

Figura 8. Comparativa anatémicay funcional a nivel interno entre el estGmago del
roedor (A) y del humano (B) (DeSesso J., Jacobson C. Anatomical and
physiological parameters affecting gastrointestinal absorption in humans and
rats. Food Chem Toxicol [Internet]. 2001 Mar;39(3):209-28. Disponible en:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0278691500001368).
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La vascularizacion del estdbmago proviene del tronco celiaco o tripode de Haller. Se
caracteriza por una red arterial conformada por tres sistemas arteriales que determina
un importante aporte sanguineo. Esta red vascular es practicamente idéntica en el

roedor, aunque originada de un tronco celiaco de mayor longitud (46).

- Sistema Arterial Curvatura Menor: constituido por la anastomosis de las
arterias gastricas derecha e izquierda. Son responsables de la irrigacion

distal y proximal de la curvatura menor géstrica, respectivamente.

- Sistema Arterial Curvatura Mayor: conformado por la arteria gastro-epiploica
derecha (irrigacion del antro y region caudal del cuerpo gastrico), y la gastro-

epiploica izquierda (region craneal del cuerpo gastrico).

- Sistema Vasos Breves: se dirigen al fundus y porciébn mas proximal del

cuerpo gastrico.
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Figura 9. Vascularizacién arterial del estomago (Landa ST, Dumon KR, Dempsey
DT. Anatomy and Physiology of the Stomach and Pylorus. In: The SAGES Manual
of Foregut Surgery [Internet]. Cham: Springer International Publishing; 2019. p.
49-64. Disponible en: http://link.springer.com/10.1007/978-3-319-96122-4_3).
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El drenaje venoso gastrico es satélite del patrén arterial y corresponde al sistema portal
(47).

La inervacion es dependiente del sistema nervioso autbnomo, simpatico y
parasimpatico. La inervacion simpatica se efectia desde el plexo celiaco, siendo
reguladora de las funciones vasomotoras Yy sensitivas viscerales. El sistema
parasimpatico es primordial para la motilidad gastrica y la secrecion acida. Es
dependiente de los troncos vagales anterior (izquierdo) y posterior (derecho), que
ingresan al abdomen a través del hiato esofagico con localizacién pre y retro-esofagica
respectivamente (48).

2.1.3. Fisiologia

El estbmago es responsable del procesamiento fisico y quimico del alimento hasta su
completa degradacion. El bolo alimenticio macerado procedente del eséfago es
mezclado y digerido parcialmente a través de las secreciones gastricas hasta su
transformacion en el quimo. El quimo es una mezcla liquida pulposa que posteriormente

pasa al intestino para su completa digestién y la consiguiente absorcion de nutrientes.

2.1.3.1. Mucosa Gastrica

La mucosa gastrica se caracteriza por la presencia de un epitelio cilindrico simple,
integrado por las llamadas células mucosas superficiales y dos tipos de glandulas

gastricas diferenciadas.

Las células mucosecretoras revisten la totalidad de la superficie mucosa existente entre
el tejido glandular. Son responsables de la produccién de un moco denso, viscoso y
alcalino que actta a modo de escudo protector o barrera fisioldégica contra la abrasion
de los componentes mas irritantes del quimo, y que contribuye a lubricar y facilitar el

desplazamiento del bolo alimenticio (45).

En el epitelio glandular de la mucosa gastrica se distinguen dos tipos de glandulas
principales: gastricas y piloricas. Las glandulas géastricas (oxinticas), distribuidas a nivel
de cuerpo y fundus, suponen el 80% del total y son las Unicas responsables de la

produccion de acido clorhidrico (HCI). Mientras que las pil6ricas constituyen el 20% del
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conjunto glandular y se localizan en el antro. De esta forma, los tipos de glandulas
dividen funcionalmente la mucosa del estbmago en una region secretora de acido y otra

no secretora (49).

Como se ha comentado previamente, a diferencia del humano, el estbmago de la rata
no es un organo glandular en su totalidad. En los roedores existen dos porciones
topogréficas bien diferenciadas. De una parte, la regién tipo no glandular caracterizada
por un epitelio escamoso estratificado responsable de una digestion bacteriana del
alimento. Y, de otra parte, la region glandular que posee un epitelio glandular secretor
de los acidos géstricos y proenzimas (50).

2.1.3.2. Péptidos Gastricos

Ambos tipos de glandulas gastricas estan compuestas por células especializadas
productoras de hormonas peptidicas gastrointestinales, tanto endrocrinas como
paracrinas, Fundamentales en el control endocrino de la regulacion de la funcién

gastrica.

a) Gastrina

La produccion de gastrina tiene lugar a nivel de las células G presentes en las glandulas

piloricas del antro gastrico. Aunque también a nivel intestinal y pancreatico.

La gastrina es un polipéptido sintetizado a partir de un precursor, llamado
preprogastrina, como producto de un Unico gen en el cromosoma 17. Su sintesis esta
estimulada por ciertos tipos de proteinas y Aa en presencia de un pH basico (51). Al
liberarse la gastrina, es transportada hacia las células parietales y células similares a
las enterocromafines (ELC) uniéndose a receptores CCK2, lo que favorece la liberacion
directa de HCL e histamina respectivamente. Esto la convierte en el principal
estimulador endocrino de la secrecion acida gastrica. Asimismo, el acido luminal inhibe

su liberacion, existiendo asi una relacion reciproca inversa con la somatostatina.
Por otra parte, también se ha atribuido a la gastrina una funcién primordial en la fisiologia

de la mucosa gastrica, al favorecer la maduracion, diferenciacion y organizacion de las

células parietales y las células ELC (52).
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b) Histamina

La histamina es secretada por las ELC en las glandulas géstricas. La histamina es
sintetizada por la enzima histidina decarboxilasa y liberada por estimulo de la gastrina
sobre receptores CCK2. Es la principal hormona paracrina responsable de estimular la
produccion de HCL a traveés de los receptores H2 de las células parietales. Por tanto, el
ritmo de produccion y secrecion de HCL es directamente proporcional a la cantidad de
histamina liberada (53).

c) Somatostatina

La sintesis de somatostatina tiene lugar a nivel de las células D situadas en la mucosa
oxintica. Las extensiones citoplasmaticas de las células D estan en contacto directo con
las células parietales y las células G. El principal estimulo para la liberacién de esta

hormona es la acidificacién antral.

La somatostatina actla principalmente suprimiendo la liberacion de gastrina. Y, por
consiguiente, la secrecion &cida gastrica y la liberacibn de otras hormonas
gastrointestinales como la histamina, mediante un mecanismo de “feed-back” negativo
por el HCL y la gastrina. Aunque también puede provocar una inhibicion directa sobre
las células parietales (54,55). Ademas, parece ser que la somatostatina, al igual que la
gastrina, suprime la liberacion de grelina (56).
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Figura 10. Relaciones hormonales entre los distintos péptidos gastricos
implicados en la secrecion de acido gastrico (Landa ST, Dumon KR, Dempsey DT.
Anatomy and Physiology of the Stomach and Pylorus. In: The SAGES Manual of
Foregut Surgery [Internet]. Cham: Springer International Publishing; 2019. p. 49—
64. Disponible en: http://link.springer.com/10.1007/978-3-319-96122-4_3).

d) Grelina

Fue aislada por primera vez en 1999 en el estbmago del roedor como ligando endégeno
del receptor de secretagogos de la GH. Es una hormona péptidica de 28 aminoacidos
gue a nivel plasmatico se encuentra en un 90% en su forma desacilada (desacil-grelina),
y en un 10% en su forma acilada (acil-grelina). Ambas isoformas son responsables de

las diversas acciones endocrinas (57).
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La mayor parte de la grelina circulante es sintetizada principalmente por las células X/A
de las glandulas oxinticas de la mucosa del fundus gastrico. Aunque también se sintetiza
en ciertas regiones del SNC como el nicleo arcuato hipotaldmico e hipdfisis, y en tejidos
periféricos como intestino delgado, pancreas, rifiones, tiroides, higado y pulmones. La
secrecion de grelina es pulsatil, de manera que sus niveles aumentan con el ayuno y
durante la ingesta, y descienden de forma postprandial (58). Previa a su secrecion, la
molécula de grelina sufre una esterificacion en el grupo hidroxilo en la posicion 3 de la
serina, al que se afiade un &acido graso de cadena media de 8 carbonos (n-octanoico),
gue conforma la isoforma activa por acilacion (acil-grelina). La presencia del grupo acil
a nivel de SER3 es necesaria para activar al receptor de grelina (GHS-R), perteneciente
a la familia de receptores acoplados a proteinas G y cuya isoforma GHS-R1a es la Unica
que ha demostrado caracteristicas funcionales en el humano. Por consiguiente, el
proceso de acilacion es indispensable para la mayoria de las funciones bioldgicas que

presenta la grelina (59).
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Figura 11. Secrecién de grelina por la célula X/A (Gribble FM, Reimann F. Function
and mechanisms of enteroendocrine cells and gut hormones in metabolism. Nat
Rev Endocrinol [Internet]. 2019 Apr 13;15(4):226-37. Disponible en:
http://www.nature.com/articles/s41574-019-0168-8).
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La grelina es una hormona fundamental en la regulacion del apetito y la ingesta de
alimentos. El efecto orexigeno de esta hormona estd mediado tanto a nivel periférico
como central, y es independiente de su capacidad de estimular la secrecion de GH. La
grelina es la Unica hormona orexigena que actua a nivel periférico. Se ha demostrado
su efecto estimulador sobre la secrecion &cida gastrica y la motilidad intestinal, al actuar
de forma sinérgica con la gastrina y favorecer la liberacién de histamina, y mediante
estimulacion del nervio vago. A nivel del SNC, aunque el hipotalamo es el centro
principal mediador de la accion orexigena de la grelina al aumentar la expresion de
neuropéptido Y en el nucleo arcuato y paraventricular, también interviene en la
activacion de neuronas del nucleo del tracto solitario y nucleo central de la amigdala
(60).No obstante, la grelina también es importante en la regulacion de la homeostasis
energética y la regulacién a largo plazo del peso corporal. Los valores plasmaticos de
grelina son dependientes de los depdsitos de energia y varian de forma compensadora
en respuesta a las alteraciones en el peso corporal. De esta forma, los niveles de grelina
se correlacionan inversamente con la adiposidad. Ademas, esta hormona reduce el
gasto energético y el catabolismo de las grasas mientras aumenta el uso de los hidratos
de carbono (59).

Por otra parte, ademas de su participacién en la regulacion del apetito y del peso
corporal, la grelina interviene en el control de la homeostasis de la glucosa. La relacion
inversa entre los valores plasméaticos de grelina e insulina sugiere la existencia de una
retroalimentacion negativa entre ambas hormonas. En efecto, las concentraciones bajas
de grelina inhiben la secrecién de insulina, mientras que las concentraciones elevadas

de esta hormona estimularian el efecto insulinotropico (61).

La acil-grelina disminuye la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos e inhibe la
secrecion de insulina a nivel pancreatico, ademéas de estimular la gluconeogénesis
hepatica y la glucogenolisis. Sin embargo, la grelina en su forma desacilada neutraliza
los efectos de la acil-grelina al estimular la secrecion de insulina en las células beta
pancreaticas y potenciar la accion periférica de la insulina en tanto que disminuye la
resistencia periférica a la misma y la produccion hepética de glucosa. Ademas, se ha
demostrado que la administracion intravenosa de grelina en ratones estimula la sintesis
y los niveles plasmaticos de GLP-1, otra incretina insulinogénica que estudiaremos mas
adelante (62).
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Figura 12. Papel de la grelina en la homeostasis de la glucosa (Alamri BN, Shin K,
Chappe V, Anini Y. The role of ghrelin in the regulation of glucose homeostasis.
Horm Mol Biol Clin Investig [Internet]. 2016 Apr 1;26(1):3-11. Disponible en:
https://lwww.degruyter.com/document/doi/10.1515/hmbci-2016-0018/html).

2.2. Intestino Delgado

2.2.1. Embriologia

Dentro del aparato digestivo, el intestino delgado se encarga de la digestién y absorciéon
de los alimentos. La organogénesis de éste abarca desde la cuarta hasta la duodécima
semana del desarrollo embrionario. Esta dividido anatémica y funcionalmente en tres
segmentos sucesivos (duodeno, yeyuno e ileon) derivados del intestino primitivo a partir
de la hoja germinativa endodérmica. La parte terminal del intestino anterior y la parte
craneal del intestino medio forman el duodeno. Mientras que yeyuno e ileon se originan

en su totalidad del intestino medio (63).

Hacia la sexta semana de gestacion tiene lugar la formacion del asa intestinal primitiva.
La rama cefalica de ésta se convierte en la porcion distal del duodeno, el yeyuno y parte

del ileon, y la rama caudal en el ileon terminal. El desarrollo del asa primitiva se
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caracteriza por una rotacién longitudinal en 270° en direccion antihoraria. Hacia la
décima semana, el duodeno adopta la forma de un asa en “C” y queda en posicion
retroperitoneal, mientras que el yeyuno y el ileon forman asas enrolladas

intraperitoneales (1).
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Figura 13. Desarrollo embriolégico del intestino delgado. El intestino, tras una
rotacion de 90° alrededor del eje de la AMS sufre una nueva rotacion de 180° con
el consiguiente retorno de las asas intestinales a la cavidad abdominal y su
disposicion final (Campbell J, Berry J, Liang Y. Anatomy and Physiology of the
Small Intestine. In: Shackelford’s Surgery of the Alimentary Tract, 2 Volume Set
[Internet]. Elsevier; 20109. p. 817-41. Disponible en:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780323402323000716).

2.2.2. Anatomia

El intestino delgado se extiende desde el piloro hasta la valvula ileocecal, con una
longitud de entre seis a ocho metros en humanos. Esto lo convierte en el componente
mas largo del tubo digestivo y contribuye a su capacidad de absorcion de nutrientes
(27). El duodeno se extiende desde el piloro gastrico hasta el &ngulo duodenoyeyunal o
Treitz, una reflexion del meso intestinal que retrae las asas al retroperitoneo. Consta de
4 porciones que suman una longitud aproximada de 25-30 cm, equivalente a unos doce
dedos (por ello “duodeno”). La segunda porcion presenta la ampolla de Vater, con la
desembocadura conjunta del colédoco y el conducto pancreatico principal. A nivel de la
cara anterior de la tercera porcion tiene lugar el cruce de los vasos mesentéricos. Los

segmentos yeyunal e ileal abarcan desde el angulo de Treitz hasta la valvula ileocecal.
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Los 2/5 proximales corresponden al yeyuno (260 cm), mientras que el ileon representa
los 3/5 distales (350-390 cm). El limite yeyunoileal suele establecerse a nivel de la
terminacion de la AMS, observandose una disposicién méas vertical y un menor calibre

de las asas intestinales (45,64).

En los roedores, el intestino delgado representa una longitud porcentual similar al
humano, en torno al 80%. Ademas, los tres segmentos intestinales secuenciales son

idénticos, salvo en el porcentaje de presentacion de estos (Figura 14):

- El yeyuno es la porcion principal y supone hasta el 90% del total. En el

humano, no es el segmento predominante, y sélo supone el 38% del total.

- Elileon representa el 2%, alrededor de 3 cm, frente al 58% del humano, en

el que constituye el segmento predominante.

- El duodeno comprende el 8% del total, mientras que en humanos sélo
supone el 4%. La longitud del duodeno en la rata es superior a la

representada por el ileon (9).

R
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\ \j"\"'-:‘: Body Fundus
Antrum - Antrum
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(38%) (909%)
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Figura 14. Comparacion del porcentaje de presentacion de los segmentos en el
intestino delgado del humano y la rata (DeSesso J., Jacobson C. Anatomical and
physiological parameters affecting gastrointestinal absorption in humans and
rats. Food Chem Toxicol [Internet]. 2001 Mar;39(3):209-28. Disponible en:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0278691500001368).
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La irrigacién del duodeno depende de las arterias pancreatico-duodenales superior e
inferior, ramas de la arteria gastroduodenal y AMS respectivamente. Ambas originan
una rama anterior y posterior, estableciéndose un arco pancreatico-duodenal. La
vascularizacion de yeyuno e ileon depende exclusivamente de la AMS, mediante un
numero variable de 15 a 18 ramas anastomosadas entre si. A nivel del ileon terminal, la
irrigacion depende del tronco ileocecoapendicular. La red venosa presenta la misma
distribucion que el sistema arterial antes descrito, con drenaje en el sistema portal
principalmente (64,65).

La inervacion del intestino delgado corresponde al sistema nervioso auténomo,
representado por los sistema simpatico y parasimpatico, y el sistema nervioso o plexo
entérico (SNE). La inervacion simpéatica de los tres segmentos intestinales se efectla a
través del plexo mesentérico superior. El tronco vagal posterior inerva de forma

parasimpatica la totalidad del intestino delgado (66).

El SNE esta constituido por el plexo submucoso o de Meissner, y el plexo mientérico o
de Auerbach. Son dos plexos neurovegetativos intrinsecos e interconectados entre si,
situados entre las capas musculares longitudinal y circular. Interviene en funciones
relacionadas con la inmunidad, la motilidad intestinal, la secrecibn hormonal y la
absorcion de nutrientes. Para ello contiene neuronas secretoras de polipéptidos con
capacidad sinaptica, endocrina y paracrina, entre los que destacan la acetilcolina, el
GABA vy la serotonina. Debido a la capacidad de actuacién a través de microcircuitos
con actuacion independiente, se le considera el “segundo cerebro” o cerebro intestinal.
Aunque ambos plexos estan sujetos a las influencias tanto del sistema simpatico como

del parasimpético (67).
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Figura 15. Vascularizacion arterial del intestino delgado en sus distintos
segmentos (Weidong Zhang, Jiamin Liu, Jianhua Yao, Louie A, Nguyen TB, Wank
S, et al. Mesenteric Vasculature-Guided Small Bowel Segmentation on 3-D CT.
IEEE Trans Med Imaging [Internet]. 2013 Nov;32(11):2006-21. Disponible en:
http://ieeexplore.ieee.org/document/6547997/).

2.2.3. Fisiologia

2.2.3.1. Funcion Digestivay Absortiva

En el intestino delgado tiene lugar la absorciébn de los nutrientes obtenidos de la
digestion de los alimentos ingeridos en la dieta. El quimo ingresa en el duodeno junto
con las secreciones biliopancreaticas para continuar el proceso de solubilizacién y
degradacion de los nutrientes especificos para su completa absorcion.
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El yeyuno es la porcidén intestinal con mayor capacidad absortiva de nutrientes,
principalmente carbohidratos y proteinas. Aunque también ciertas vitaminas y
minerales, a excepcion de las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) que son absorbidas a
nivel duodenal. La principal funcion absortiva del ileon corresponde a sales biliares y
vitamina B12.

Los enterocitos son las células fundamentales para la absorcion de nutrientes.
Presentan una funcién secretora de enzimas glucoproteicas necesarias para la
degradacion de macromoléculas y su posterior absorcion. Estas enzimas son:
peptidasas, que fraccionan las proteinas en Aa y oligopéptidos; disacaridasas
(sacarasa, maltasay lactasa), que hidrolizan los disacéridos en monosacaridos; y lipasa,

que escinde los triglicéridos en glicerol y acidos grasos (68,69).

2.2.3.2. Funcion Endocrina. Células Enteroendocrinas

Las células enteroendocrinas se distribuyen de forma dispersa entre los enterocitos.
Mientras que las “células cerradas” se concentran en la porcién basal de la glandula
intestinal, las “células abiertas” se disponen en todos los niveles de la vellosidad. Son
responsables de la secrecion de hormonas con caracter endocrino, paracrino y
neurocrino como la colecistoquinina (CCK), secretina, gastrina, motilina, Peptide
Tyrosine-Tyrosine (PYY), Glucagon-Like Peptide-1 (GLP-1) y Gastric Inhibitory Peptide
(GIP) entre otras. Estos péptidos gastrointestinales conforman un mecanismo regulador
y de control del eje entero-pancreético (45,70). De manera mas detallada podemos
hablar de las siguientes células con caracter endocrino/paracrino a nivel del intestino

delgado.

a) Células L: GLP-1y PYY

Se encuentran principalmente en el ileon y el colon, aunque pueden encontrarse en
cualquier region del intestino delgado. Las células L expresan el gen de proglucag6én
(Gcg) con ayuda del factor de transcripcion TCF-4. El preproglucagon obtenido es
procesado diferencialmente en las células L por las enzimas proconvertasas (PC1 y
PC3) para producir GLP-1, GLP-2, PYY y oxintomodulina (71).

El principal factor estimulante en la secrecion por parte de las células L corresponde al

contacto directo de los nutrientes con la membrana celular (72).
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Figura 16. Secrecion de GLP-1 por las células L y su efecto incretinico (Gribble

FM, Reimann F. Function and mechanisms of enteroendocrine cells and gut
hormones in metabolism. Nat Rev Endocrinol [Internet]. 2019 Apr 13;15(4):226-37.
Disponible en: http://www.nature.com/articles/s41574-019-0168-8).

e GLP-1: es un polipéptido de 30 Aa. El principal estimulo para la liberacién de
GLP-1 es la presencia de nutrientes en la luz intestinal, como hemos dicho,
principalmente carbohidratos y lipidos. De forma directa por contacto con la superficie
apical de las células, y de forma indirecta mediante sefiales neuroendocrinas
provenientes del intestino proximal (73,74). Aunque es secretado rapidamente tras la
ingesta alimentaria, entre 5 y 15 minutos, la mayor parte del GLP-1 activo plasmatico es
rapidamente degradado, entre 1 y 2 minutos, por la accion proteolitica de la enzima
dipeptidil-peptidasa 4 (DPP4) (75).

La accion del GLP-1 esta mediada por un unico receptor (GLP-1R) con una alta
especificidad, que se expresa en la membrana de las células alfa y beta de los islotes
de Langerhans pancreéticos, asi como en tejidos periféricos e higado, incluyendo el

estdmago, el rifion, el corazon y el cerebro (76). El GLP-1R pertenece a la familia de
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receptores de la secretina-glucagén, siendo un receptor acoplado a proteinas G con

siete dominios transmembrana y formado por 463 Aa (77).

Esta enterohormona participa en el metabolismo hidrocarbonado a varios niveles.

A nivel pancreatico, presenta un efecto insulinégeno dependiente de glucosa. El GLP-1
promueve la produccién y secrecion de insulina al incrementar su transcripcion, a la vez
que inhibe la secrecion de glucagon. Pero, ademas, este efecto insulinotrépico esta
determinado por el incremento de la masa celular beta al estimular la proliferacion de
las células beta, tanto por diferenciacion como por neogénesis, asi como por el efecto

anti-apoptotico sobre las mismas (78-80) .

Por su efecto insulinotropico, el GLP-1 es capaz de aumentar la sensibilidad a la insulina
en tejidos periféricos e higado y limitar la glucemia independientemente de los niveles
de insulina. ElI GLP-1, por lo tanto, disminuye la resistencia a la insulina al favorecer la
captacion y almacenamiento de glucosa en higado, musculo esquelético y tejido adiposo
(77,81-84). ElI mecanismo exacto es desconocido, pero es posible que la presencia de
GLP-1 pueda activar receptores venosos portales que mediante vias neurales aumenten

la captacién de glucosa en tejidos periféricos (85).

Por otra parte, el GLP-1 posee un efecto anorexigeno a nivel central. Mediante
interaccion con fibras nerviosas vagales aferentes, parece enviar sefiales al ntcleo del
tracto solitario y activar neuronas del nacleo arcuato. Estas estimulan la liberacion de
proopiomelanocortina (POMC), con lo que se reduce el apetito y se promueve la
saciedad (86).

Ademas, al estimular la sintesis de somatostatina actta inhibiendo la motilidad y la
secrecion gastrointestinal y disminuye el vaciamiento gastrico. De esta forma, GLP-1 es
considerado como uno de los componentes del llamado “freno ileal”. Un mecanismo de
retroalimentacién negativo que regula el transito gastrointestinal y permite un suministro
gradual de nutrientes al intestino, lo que atenda los niveles de glucosa en sangre

postpandriales (74).
También se ha demostrado su participacion en la regeneracion intestinal,

probablemente a través de la activacion del gen del factor de crecimiento queratinocitico
(Fgf7) (87).
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Figura 17. Principales acciones fisiol6gicas del GLP-1 (Kalra S, Das AK, Sahay RK,
Baruah MP, Tiwaskar M, Das S, et al. Consensus Recommendations on GLP-1 RA
Use in the Management of Type 2 Diabetes Mellitus: South Asian Task Force.
Diabetes Ther [Internet]. 2019 Oct 29;10(5):1645-717. Disponible en:
http://link.springer.com/10.1007/s13300-019-0669-4).

e PYY: pertenece a la familia de polipéptidos pancreaticos entre los que se
incluyen el PP y el neuropéptido Y (NPY). Al igual que el GLP-1, esta hormona es
sintetizada por las células L del ileon distal y el colon, siendo los principales estimulos
para su secrecion la presencia de proteinas y grasas a nivel intestinal y sefales
neurohormonales provenientes del intestino proximal (88,89). El PYY es una molécula
de 36 Aa con un residuo de tirosina en cada uno de sus extremos, cuya forma activa
PYY3.35 se obtiene por la eliminacién del extremo amino terminal por accion de la DPP4
(90). Estaisoforma es predominante en plasma y tiene una afinidad mas especifica por

receptores Y2.

El PYY promueve la absorcion de nutrientes al reducir el vaciamiento gastrico y la

motilidad intestinal. Ademas, varios estudios han demostrado su efecto anorexigeno. La
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reduccién de la ingesta viene determinada por la inhibicibn de neuronas orexigenas
productoras de NPY y la activacion de neuronas anorexigenas productoras de POMC
del ndcleo arcuato hipotalamico (90,91). Los niveles plasmaticos de PYY estan
reducidos en sujetos obesos respecto a los sujetos sanos, lo que sugiere que su déficit
0 alteraciones en los receptores puedan contribuir a la patogenia de la obesidad (92,93).

Por otro lado, y de la misma forma que el GLP-1, el PYY presenta un efecto
insulinotropico. Pues esta enterohormona estimula la liberacion de insulina pancreética
dependiente de glucosa a la vez que suprime la de glucagoén. Luego, el PYY también se
caracteriza por dicho efecto incretinico (94).

b) Células K: GIP

Pueden estar presentes en cualquier segmento intestinal, pero la mayoria se localizan

en el duodeno y yeyuno proximal. Se encargan de la producciéon de GIP (87).
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Figura 18. Secreciéon de GIP por las células K y su efecto incretinico (Gribble FM,

@)

Reimann F. Function and mechanisms of enteroendocrine cells and gut hormones
in metabolism. Nat Rev Endocrinol [Internet]. 2019 Apr 13;15(4):226-37.
Disponible en: http://www.nature.com/articles/s41574-019-0168-8).
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e GIP: GIP es un polipéptido de 42 Aa descubierto por Brown et al. como Gastric
Inhibitory Peptide debido a su capacidad para inhibir la secrecién y motilidad gastrica.
En condiciones fisiol6gicas, esta hormona es secretada por las células K presentes en
su mayoria en duodeno y yeyuno proximal, aunque se localizan en cualquier segmento
intestinal. La liberacion del GIP se produce en respuesta a la ingesta de alimentos ricos
en carbohidratos y lipidos fundamentalmente, siendo inactivado en plasma por la enzima
DPP4. Ejerce sus efectos a través de un receptor acoplado a proteinas G de la
subfamilia de la secretina-glucagon (GIP-R) (95,96).

Al igual que el GLP-1 y el PYY, GIP también presenta capacidad insulinégena al
aumentar la secrecion de insulina mediada por glucosa. A la vez que favorece la
proliferacién de las células beta pancreaticas e inhibe su apoptosis. Asi mismo, se ha
demostrado que favorece la secrecion de glucagon desde las células alfa pancreéaticas
(97,98).

Por otra parte, a diferencia de otras hormonas intestinales (GLP-1 y PYY), GIP no
retrasa el vaciamiento gastrico ni estimula la saciedad. No obstante, cumple un papel
importante en el metabolismo lipidico, al estimular la sintesis de LPL en el tejido adiposo,
enzima que inactiva la lipdlisis inducida por el glucagén y potencia el efecto lipogénico
de la insulina, favoreciendo la formacion de acidos grasos (AG) (99,100).
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Figura 19. Principales efectos mediados por GIP a nivel periférico (Gupta A, Al-
Aubaidy HA, Mohammed BIl. Glucose dependent insulinotropic polypeptide and
dipeptidyl peptidase inhibitors: Their roles in management of type 2 diabetes
mellitus. Diabetes Metab Syndr Clin Res Rev [Internet]. 2016 Apr;10(2):S170-5.
Disponible en: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1871402116300091).

¢) Células I: CCK

Se localizan en la mucosa duodenal y yeyunal, aunque también se sitian en el colon.

Son responsables de la sintesis y secrecion de CCK (101).

e CKK: es una hormona peptidica gastrointestinal derivada de un precursor
prepro-CCK cuya molécula biolégicamente activa se encuentra en el extremo carboxilo.
Existen varias formas moleculares, las cuales difieren en el nimero de Aa. La actividad
bioldgica recae fundamentalmente sobre las isoformas CCK-33 y CCK-8. Ademas de su
produccion en el tracto gastrointestinal, también se libera como neurotransmisor a nivel

del SNC, primordialmente como CCK-8.

El estimulo principal para la liberacién de CCK es la presencia de grasas y proteinas del

quimo en el duodeno. Una vez liberada al torrente sanguineo, sus multiples efectos
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biolégicos estan mediados por dos tipos de receptores: CCK-1y CCK-2 (llamados CCK-
A'y CCK-B respectivamente). El primero de ellos se localiza principalmente en el tracto
gastrointestinal, mientras que el subtipo B predomina en localizaciones centrales (88).

Entre sus acciones fisioldgicas a nivel gastrointestinal destaca su participacion en la
regulacion de las secreciones y la motilidad. La CCK estimula la secrecion de enzimas
pancreaticas, retrasa el vaciamiento gastrico y favorece la contraccion de la vesicula
biliar. Ademas, la CCK actia como sefial de saciedad a corto plazo, a través de fibras
aferentes del nervio vago, y mediante la inhibicion de la secrecion de grelina (100).
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3. OBESIDAD

3.1. Introduccién

La obesidad es una enfermedad crénica y multifactorial, resultado de la interaccién entre
el genotipo y el ambiente. Se caracteriza por un acimulo excesivo o anormal de grasa
en el tejido adiposo que supone un riesgo para la salud del individuo. Actualmente es
reconocida como una epidemia global, y constituye uno de los principales problemas

para la salud publica (102).

El pardmetro mas adecuado para definir la obesidad consiste en el porcentaje de grasa
corporal. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se considera obesidad un
porcentaje graso superior al 25% y al 33% en hombres y en mujeres respectivamente.
En la préactica clinica diaria y en estudios epidemiolédgicos, el método mas estandarizado
para valorar el porcentaje de grasa corporal es el indice de masa corporal (IMC). EI IMC,
llamado de Quetelet, consiste una prueba antropométrica que equivale al cociente entre
el peso y el cuadrado de la altura en kg/m2. Para la poblacion adulta, se considera
sobrepeso un valor de IMC superior a 25 kg/m?2, mientras que un IMC superior a 30
kg/mz2 es indicativo de obesidad (103,104). No obstante, la relacion entre el porcentaje
de grasa corporal y el IMC es variable segun el grupo étnico (105).

Segun el valor de IMC, existen diversos grados de obesidad, relacionados de forma
directamente proporcional al riesgo de comorbilidades. Sin embargo, aunque el IMC
presenta una elevada correlacion con el porcentaje de grasa corporal, no informa de la
distribucion de la grasa corporal ni diferencia entre masa grasa y masa magra (106). La
distribucion de la grasa corporal influye en la gravedad de la obesidad debido al riesgo
asociado para el desarrollo de comorbilidades (107,108). Por tanto, debe asociarse otro
parametro antropométrico que matice la informacion aportada por el IMC, siendo el mas

empleado la circunferencia de la cintura (CC) (109).

El exceso de grasa a nivel central, con acumulo a nivel intraabdominal y visceral, es un
factor de riesgo cardiovascular y metabdlico independiente (110-112). Un perimetro de
cintura mayor de 102 cm en varones y de 88 cm en mujeres incrementa

significativamente el riesgo de enfermedades cardiovasculares, DMT2 y SM (113).
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Tipo de Obesidad  IMC (kg/m?) Riesgo de Comorbilidad
IMC cC
Bajo Peso <18,5 - -
Normal 18,5-,24,9 Bajo -
Sobrepeso 25-29,9 Aumentado Alto
Obesidad Grado | 30-34,9 Alto Muy Alto
Obesidad Grado Il 35-39,9 Muy Alto Muy Alto
Obesidad Morbida > 40 Extremadamente Alto  Extremadamente Alto

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad y riesgo de comorbilidad asociado al IMC y
a la CC. Se establece un determinado riesgo relativo de enfermedad cuando el
perimetro de la cintura es mayor de 102 y 88 cm en el var6n y en la mujer
respectivamente (Franch Nadal J. Obesidad intraabdominal y riesgo
cardiometabdlico. Atencion Primaria [Internet]. 2008 Apr;40(4):199-204.
Disponible en: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0212656708703159).

3.2. Epidemiologia y Fisiopatologia

La prevalencia de la obesidad en el mundo se ha casi triplicado en los ultimos 35 afios.
En la actualidad, segun la OMS, méas de 650 millones se pueden considerar obesos
(114). Asi, entre 1980 y 2013, la prevalencia de sobrepeso y obesidad aumentd un
27,5% en la poblacion adulta.

En Espafia, la prevalencia de obesidad se ha mas que duplicado en los ultimos 25 afios.
Actualmente, segun el estudio ENPE de 2014-2015, el 39,3% de la poblacion presenta
sobrepeso y el 21,6% obesidad (115).

Cabe destacar la compleja relacion entre el estatus socioecondmico y la obesidad. En

paises desarrollados, las comunidades con un menor nivel socioeconémico presentan

65



CAPITULO 1. INTRODUCCION

una mayor tasa de obesidad, mientras ocurre a la inversa en paises en vias de desarrollo
(116).

El desarrollo de la obesidad es consecuencia de una compleja interaccion entre factores
genéticos, ambientales y psicoldgicos que promueve un aumento del peso generalizado.
El aumento progresivo de la prevalencia de la obesidad esta relacionado principalmente
con un incremento del sedentarismo y los malos habitos alimenticios, principalmente el

exceso de calorias en la dieta (123).

Por lo tanto, el acimulo excesivo de grasa corporal que tiene lugar en la obesidad es
resultado del desequilibrio entre el aporte y el gasto energético (117). El aporte de
energia proviene de los llamados principios inmediatos: hidratos de carbono (HC),
proteinas y grasas. El valor cal6rico total proporcionado debera ser entre 30-35% para
las grasas, entre el 50-60% para los HC y del 15% para las proteinas (118). Estos
nutrientes pueden ser oxidados por distintas vias metabdlicas para la obtencién de
energia o bien ser almacenados para su uso energético posterior. Cuando los HC y las
grasas predominan en el régimen alimentario, el primer escalén en el suministro
energético corresponde a los HC dado su metabolismo mas rapido. Mientras que las

grasas son almacenadas puesto que precisan de un mayor gasto metabdlico (119).

El gasto energético total esta determinado por el metabolismo basal, la termogénesis de
los alimentos y el ejercicio fisico. El gasto energético basal o en reposo representa el
60% del total y es poco modificable, al ser la cantidad de energia necesaria para el
mantenimiento del metabolismo basal. El efecto termogénico del metabolismo de los
nutrientes constituye el 10% del total. El gasto energético inducido por la actividad fisica,
tanto voluntaria como involuntaria, supone entre el 15 y el 30%, aunque es la mas

variable segun el individuo (120).

En relacion al caracter hereditario de la obesidad, la dotacién genética, esencialmente
de caracter poligénico, se mantiene relativamente estable de forma generacional. Asi
que, aungue la predisposicion genética juega un papel fundamental en el desarrollo de
la obesidad, el incremento draméatico de la prevalencia demuestra que los factores
ambientales y el comportamiento humano suponen un contribuyente mayor a la
pandemia que representa esta enfermedad. De entre ellos, la inactividad fisica y los
malos habitos alimenticios presentan una importancia decisiva (93,124). Ambos
favorecidos por los llamados “ambientes obesogénicos”, caracterizados por una

industria alimentaria con enorme disponibilidad de alimentos de alta densidad
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energética, y un desarrollo tecnolégico sociolaboral que limita la practica de ejercicio
fisico (125).

La regulacion del balance energético es dependiente del SNC por medio del eje cerebro-
intestino-adipocito, cuyo regulador central es el hipotadlamo. Los ndcleos laterales
hipotalamicos son responsables de la sensacion de hambre, mientras que los nucleos
ventromediales son los encargados del control de la saciedad. Ambos centros
hipotalamicos controlan el equilibrio de la ingesta alimentaria mediante vias

neurohormonales, eferentes y aferentes, de tipo orexigeno y anorexigeno (121,122).

A corto plazo, la sensacion de hambre es consecuencia del descenso de los niveles
circulantes de glucosa y acidos grasos, asociado al aumento de los niveles de grelinay
su potente efecto orexigeno. Mientras que el estimulo de la saciedad va a depender de
distintas hormonas gastrointestinales, que a través de fibras vagales aferentes enviaran
la informacién necesaria al nucleo del tracto solitario y a los receptores centrales

hipotaldmicos. Estas hormonas son principalmente CCK, GLP-1y PYY (123,124).

La regulacion de la ingesta a largo plazo depende principalmente del almacenamiento
graso mediante sefiales periféricas y centrales. El principal estimulo periférico
anorexigeno depende de la leptina, una adipoquina de 16 kDa codificada a partir del
llamado gen Ob. Es secretada por adipocitos maduros, y sus niveles plasmaticos son
proporcionales al volumen de acidos grasos almacenados en los mismos. La leptina
atraviesa la barrera hematoencefélica (BHE) y actda a nivel del ndcleo arqueado del
hipotalamo tras la unién con su receptor (ObR). A este nivel, estimula la secrecion de
péptidos anorexigenos, como la POMC y la hormona liberadora de corticotropina (CRH),
e inhibe la de NPY, que presenta una accién estimuladora del apetito (125,126). El
receptor de leptina pertenece a la familia de receptores de citoquinas clase I, existiendo
varias isoformas del mismo. La isoforma ObRb se expresa fundamentalmente a nivel
hipotaldmico como principal efector de las acciones de la leptina. Las isoformas ObRa
y ObRc se localizan en los microvasos de la BHE permitiendo el transporte hormonal al
SNC (127,128).
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Figura 20. Control hipotaldmico del balance energético a través del eje cerebro-
intestino-adipocito (Wilkinson M, Imran SA. Neuroendocrine Regulation of
Appetite and Body Weight. In: Clinical Neuroendocrinology: An Introduction
[Internet]. Cambridge University Press; 2018. p. 53-74. Disponible en:
https://lwww.cambridge.org/core/product/identifier/9781108149938%23CN-bp-
4ftype/book_part).

Si nos adentramos en los mecanismos fisiopatologicos de la enfermedad podemos
observar que en pacientes obesos los niveles circulantes de leptina estan aumentados
debido al aumento de la masa de tejido adiposo y a la resistencia a la accion de la leptina
en el SNC. Esta resistencia a la leptina es secundaria a alteraciones en el transporte a
través de la BHE y/o a disfuncion de su receptor (129,130). La leptina parece contribuir
al estado inflamatorio caracteristico de la obesidad. Constituye una de las citoquinas del
tejido adiposo con actividad proinflamatoria, ya que es capaz de estimular la produccién
de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleuquina 6 (IL-6) en los macréfagos (131).

68



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Ademas, también parece ser un factor proinflamatorio en adipocitos, al incrementar
ambas citoquinas y disminuir la sintesis de interleuquina 10 (IL-10), una citoquina de
tipo antiinflamatorio (132).

Esto nos lleva a dibujar un panorama en el que la obesidad se ve asociada a un cuadro
hasta cierto punto inflamatorio. A la vez que nos da una explicacion a cerca de ciertas

patologias asociadas a la obesidad que constituyen sus principales comorbilidades.

3.3. Enfermedades Asociadas

La obesidad se asocia al riesgo de desarrollar diversas comorbilidades, tales como
DMT2, hipertensién arterial (HTA), enfermedades cardiovasculares, dislipemia,
transtornos respiratorios y musculoesqueléticos, asi como ciertos tipos de canceres
(133). Tanto el desarrollo como la progresion de estas enfermedades depende
directamente del grado y tiempo de evolucion de la obesidad. Cuanto mayor es el grado
y el tiempo establecido mayor es la tasa de morbimortalidad por estas patologias
asociadas. No obstante, una pérdida de peso conlleva una mejora o desaparicion de la
mayoria de las enfermedades asociadas, con el consiguiente aumento de la esperanza
de vida de los pacientes afectos (134). Entre las comorbilidades con mayor prevalencia
para la obesidad destacamos el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2.

3.3.1. Sindrome Metabdlico (SM)

El SM, llamado sindrome X o de Reaven, consiste en un desorden metabdlico
caracterizado por un conjunto de trastornos fisicos y bioquimicos, que incluyen la
obesidad, la DMT2, la HTA y la dislipemia, asociados a un estado proinflamatorio y
protromboético crénico (135). La resistencia a la insulina (RI) se considera la base
fisiopatol6gica subyacente del SM, mientras que el exceso de peso es el principal factor
de riesgo para su desarrollo (136,137). En el estudio NHANES I, el SM estaba presente
en el 60% de los pacientes con obesidad, en el 22% con sobrepeso y en el 5% con
normopeso (138). En este sentido, la obesidad abdominal o central es por si sola
determinante en la aparicion del SMy requisito indispensable para su diagnostico, segun
los criterios de definicién del SM establecidos por la International Diabetes Federation
(IDF) (Tabla 2) (137).
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Obesidad Central: definida como un aumento de la CC especifico para cada grupo

étnico. En caucasicos se considera como tal:

e CC =94 cmenhombresy CC =80 cm en mujeres

* Si el IMC > 30 kg/m? puede asumirse la obesidad central sin medir la CC

Mas de dos de los siguientes cuatro factores de riesgo:

¢ Nivel de triglicéridos = 150 mg/dl (1,7 mmol/l), o tratamiento especifico

¢ Nivel de colesterol HDL < 40 mg/dl (1,03 mmol/l) en hombres y < 50 mg/dI
(1,29 mmol/l) en mujeres, o tratamiento especifico

e TA sistdlica = 130 mmHg o TA diastdlica =2 85 mmHg, o tratamiento para la

HTA previamente diagnosticada

e Glucosa plasmatica en ayunas > 100 mg/dl (5,6 mmol/l), o DM2 previamente

diagnosticada

Tabla 2. Definicibn Mundial del SM segun criterios de la IDF (Alberti KGMM,
Zimmet P, Shaw J. Metabolic syndrome-a new world-wide definition. A Consensus
Statement from the International Diabetes Federation. Diabet Med [Internet]. 2006
May;23(5):469-80. Disponible en http://doi.wiley.com/10.1111/j.1464-
5491.2006.01858.x).

3.3.1.1. Fisiopatologia del SM

En la fisiopatologia del sindrome metabdlico subyace, como hemos mencionado, la
sintesis y secrecién por los distintos tipos celulares presentes en el tejido adiposo de
péptidos bioactivos llamados adipoquinas, pertenecientes a la familia de las citoquinas.

Con capacidad antiinflamatoria como la adiponectina, IL-10 y visfatina, y otras con

70



CAPITULO 1. INTRODUCCION

actividad proinflamatoria, vasoactiva y procoagulantes entre las que destacan TNF, IL-

6, leptina o resistina (139).

En el paciente obeso, debido al balance energético positivo, el tejido adiposo presenta
un aumento en el numero (hiperplasia) y en el tamafio (hipertrofia) de los adipocitos
(140). El mecanismo fisiolégico de compensacion inicial del exceso energético seré la
hiperplasia del tejido adiposo subcutaneo. Sin embargo, una vez sobrepasado el umbral
de almacenamiento de éste, se va a producir un acimulo de grasa a nivel visceral, que
al presentar menor capacidad adipogénica responde al excedente energético con
hipertrofia (141,142).

La disfuncion del tejido adiposo por hipertrofia e hiperplasia provoca una oxidacion de
los AG almacenados en los adipocitos con un aumento considerable de especies
reactivas de oxigeno y nitrdgeno como el ion superéxido y el 6xido nitrico (NO)
respectivamente, que desembocan en el denominado estrés de reticulo celular Este
estrés celular determina un incremento en la secrecién de adipoquinas proinflamatorias

y descenso en los niveles de adipoquinas antiinflamatorias (143).

Ademas algunas adipoquinas proinflamatorias son quimiotacticas para monocitos y
favorecen un mayor infiltrado de macréfagos y células endoteliales, con incremento de
la fibrosis e inflamacion (144). Por ultimo, aquellos adipocitos localizados en zonas
alejadas a los vasos sanguineos sufren hipoperfusién, hipoxia y posterior necrosis,
siendo eliminados por células fagociticas que contribuyen a dicha inflamacion (143).
Esta situacion en el tejido adiposo conlleva la instauracion de un estado de inflamacién
cronica que sucede con mayor intensidad en la grasa visceral que en la subcutaneay,
gue junto con el incremento de acidos grasos libres (AGL) circulantes y la lipotoxicidad

derivada, seran responsables de la aparicion de la Rl (145,146).

La pérdida de peso, por contra, es capaz de reducir el estrés celular oxidativo en el
contexto de este SM con el consiguiente descenso de la resistencia a la insulina. Todo
ello debido al descenso de la lipotoxicidad por reversion de los mecanismos descritos
(247).
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Figura 21. Status inflamatorio crénico subyacente en el SM durante la ganancia
ponderal. Durante la expansién del tejido adiposo tiene lugar un estado de hipoxia
celular que determina una mayor expresién de leptina en detrimento de
adiponectina. Este disbalance, junto con la necrosis de adipocitos y el incremento
de AGL, promueve la infiltracién de células proinflamatorias responsables de un
incremento de citoquinas inflamatorias favorecedoras de la lipolisis y liberacion
de AGL (Picon-Ruiz M, Morata-Tarifa C, Valle-Goffin JJ, Friedman ER, Slingerland
JM. Obesity and adverse breast cancer risk and outcome: Mechanistic insights
and strategies for intervention. CA Cancer J Clin [Internet]. 2017 Sep;67(5):378—
97. Available from: http://doi.wiley.com/10.3322/caac.21405).

3.3.2. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2)

En un lugar destacado dentro de las comorbilidades de la obesidad podriamos definir la
DMT2 como una afeccién clinica crénica caracterizada por una alteracion del
metabolismo de los hidratos de carbono, causante de un estado de hiperglucemia

cronica asociada a disfuncién de tejidos y érganos, con el consiguiente aumento de la
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morbimortalidad (148). Segun la American Diabetes Association (ADA), comprende un
grupo de trastornos metabdlicos caracterizados por la hiperglucemia secundaria, la falta
de secrecion de insulina y/o defecto de su accion en tejidos diana (149).

La DMT2 se asocia con una alta frecuencia a la obesidad, estando presente hasta en el
90% de los pacientes diabéticos (150). Es la conocida como diabesidad, es decir, la
conjuncion de obesidad y DMT2 en un mismo paciente. En general, un IMC > 25 kg/m?
es un factor que multiplica por 3 dicho riesgo, por 20 con un IMC > 30 kg/m2 y por 40
con un IMC > 35 kg/m? (151,152).

En este sentido, aunque la DMT2 es mas frecuente en adultos mayores, se evidencia
cada vez mas en nifios y adultos jovenes en relacién con los niveles crecientes de
obesidad infantil. Consecuencia de la falta de actividad fisica y el incremento de dietas

poco saludables con alto contenido de carbohidratos (153—-155).

3.3.2.1. Fisiopatologia de la DMT2

En la etiopatogenia de la DMT2 encontramos varios 6rganos implicados. Son el
pancreas, el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo. Siendo varios los
mecanismos principales que explican su desarrollo natural. Entre estos factores

encontramos:

¢ Resistencia ala Insulina (RI)

Consiste en una disminucion de la sensibilidad a la accién de la insulina en los diferentes
tejidos periféricos. Principalmente el higado, aunque también el musculo esquelético y
el tejido adiposo (156). Para compensar el defecto en la accidén de la insulina y disminuir
la hiperglucemia, se produce un aumento de la secrecién de insulina por parte de las
células beta del pancreas. Sin embargo, la alta y progresiva demanda metabdlica sobre
las células beta, conduce a su disfuncién y posterior fracaso. Las principales hip6tesis
que explican este fallo en la célula beta son: el agotamiento derivado de la
hipersecrecion de insulina; y factores externos responsables tanto de la propia Rl como

de la lesion celular, caso de la glucotoxicidad y la lipotoxicidad (157,158).

Ademas, la hiperinsulinemia establecida a consecuencia de la Rl determina una

secrecion inadecuada y excesiva de glucagén por ausencia de freno postprandial. Esto
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conlleva una produccion excesiva de glucosa a nivel hepatico por aumento de la

gluconeogénesis (159).

e Glucotoxicidad

La hiperglucemia crénica tiene efectos deletéreos en la funcion de la célula beta
pancreatica, con alteracion en la sintesis y secrecion de insulina, y en la sensibilidad
periférica a dicha hormona. Esto determina concentraciones plasméticas de glucosa
elevadas de manera mantenida, y no tolerables por la propia célula beta, que afectan
negativamente a su supervivencia (160,161). Las principales causas que determinan el
proceso de apoptosis y/o desdiferenciacion a otros linajes celulares de la poblacion beta
seran: la pérdida gradual de la expresion del gen de insulina yel estrés oxidativo crénico
secundario a altas concentraciones de NO inducidas por citoquinas proinflamatorias
como lainterleuquina 1 (IL-1) (162). Alteraciones de la membrana mitocondrial inducidas
por el NO a nivel del complejo multiproteico poro-PT, responsable de la permeabilidad
i6nica lo que lleva a la salida de factores apoptogénicos como el citocromo C y el factor
inductor de apoptosis. Incremento en la acetilacion de histonas por la Tricostatina A, un
inhibidor de las histonas desacetilasas (HDAC) (163). Y por ultimo, el estrés crénico del
reticulo endoplasmico con el consiguiente descenso en la traduccion de la proinsulina 'y

la degradacion de ARN mensajero de insulina (164).

e Lipotoxicidad

Junto con la glucotoxicidad, es el principal contribuyente al desarrollo de la RI. Se
caracteriza por un aumento de las concentraciones de AGL circulantes, derivados de la
lipolisis de triglicéridos del tejido adiposo o de la hidrélisis de las lipoproteinas VLDL. El
exceso de AGL en sangre promueve su captacion y oxidacién por parte de los tejidos

periféricos sensibles a la insulina (165-167).

En el caso del masculo esquelético tiene lugar una reduccion tanto de la captacion de
glucosa como de la sintesis de glucogeno. La menor sensibilidad a la glucosa se
produce debido al incremento de las concentraciones de diacilglicerol (DAG), un éster
de acil-CoA de cadena larga, que activa isoformas de la proteina quinasa C que lleva a

una alteracién en la fosforilacién de IRS-1 con la consiguiente afectacion del transporte
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de glucosa mediado por GLUT-4. También se produce una caida en la tasa de

glucogenosintesis por una menor fosforilacion del enzima glucégeno sintetasa (168).

A nivel hepatico se produce un aumento de la produccién de glucosa con una inhibicion
de la captacion de glucosa extracelular por el hepatocito, y un incremento de la
neoglucogénesis por activacion de la acetil-CoA y su funcién estimulante de la enzima
piruvato carboxilasa. Ademas, los altos niveles de AGL favorecen la produccion de
lipoproteinas VLDL (169,170).

En el pancreas, el exceso de AGL determina un acumulo de metabolitos toxicos en los
islotes de las células beta con efectos deletéreos sobre la sintesis y secrecion de

insulina al estimulo de la glucosa (171,172).

e Glucolipotoxicidad

Ambos procesos, glucotoxicidad y lipotoxicidad, interactian e intensifican los dafios
estructurales y funcionales sobre la célula beta y el resto de los érganos sensibles a la
insulina. Es lo que se ha denominado glucolipotoxicidad, dada la interrelacion entre los
metabolismos de los hidratos de carbono y de los &cidos grasos (173). Las
concentraciones elevadas tanto de glucosa como de AGL de forma conjunta provocan
una disfuncién en la respuesta adaptativa y en la capacidad detoxificadora de la célula
beta, que determina su estrés y su camino hacia la apoptosis o hacia la
desdiferenciacion. En estos estados de hiperglucemia, el exceso de AGL se metaboliza
por proceso de esterificacion con el consiguiente acimulo de ésteres de acil-CoA de
cadena larga en el citoplasma de la célula beta, principalmente DAG (174,175).
Asimismo, las concentraciones intracelulares de malonil-CoA, precursor de la sintesis
de AG, depende de los niveles intracelulares de glucosa. Y la enzima encargada de la
sintesis de malonil-CoA o acetil-CoA carboxilasa es codificada por un gen regulado por

la propia glucosa (176).
Esto parece indicar que, si bien la hiperlipemia es suficiente para causar la lipotoxicidad,

se ve potenciada por el aumento progresivo de la glucemia. Impidiendo el estrés celular

creciente desarrollar la respuesta adaptativa por parte de la poblacién celular beta (177).

75



CAPITULO 1. INTRODUCCION

. * Glucose
UETHUN o) GLUCOLIPOTOXICITY ¢ [t Glucose)

resistance | T FFA J

Dysfunction | | Apoptosis | Dedifferentiation

Figura 22. Mecanismos moleculares asociados ala glucolipotoxicidad en la célula
beta pancreética. La hiperlipemia e hiperglucemia, en un estado de resistencia a
la insulina, son responsables de un estado de estrés en la propia célula beta.
Estos mecanismos de estrés, entre los que destacan la inflamacion, la disfuncion
mitocondrial y el estrés oxidativo y del reticulo endoplasmico, promueven la
disfuncion de la célula beta, incluso su apoptosis y desdiferenciacion celular
(Modificada de Lytrivi M, Castell A-L, Poitout V, Cnop M. Recent Insights Into
Mechanisms of B-Cell Lipo- and Glucolipotoxicity in Type 2 Diabetes. J Mol Biol
[Internet]. 2020 Mar;432(5):1514-34. Disponible en:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022283619305716).

e Masa Celular Beta Remanente

La masa de células beta pancreaticas es el resultado del balance entre multiples
mecanismos regulatorios. Entre ellos destacan la proliferacion (replicacion de células
preexistentes en los islotes), la neogénesis (diferenciacion a partir de células
precursoras en los islotes) y la apoptosis (muerte celular programada). Estos
mecanismos estan implicados en el recambio fisiolégico de los islotes pancreaticos para

permitir la adaptacion de la masa beta.

De esta forma, un factor importante en la patogénesis de la DMT2 es la reduccion de la
poblaciéon beta pancreéatica por agotamiento. En pacientes obesos diabéticos, para

compensar la Rl y asegurar un correcto control glucémico, se produce un incremento
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del volumen total de células beta a expensas de una mayor proliferacién y neogénesis.
Sin embargo, superada la capacidad de compensacion, tiene lugar una disminucion de
la masa beta pancreatica por aumento de la apoptosis y un menor grado de proliferacion
y/o neogénesis (178,179). En personas obesas la masa beta aumenta hasta un 50%
respecto a no obesos. Y aquellos pacientes diabéticos presentan una disminucion de la
poblacion celular del 60%, observandose un grado de apoptosis 10 veces mayor (180).
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Figura 23. Fisiopatologia de la DMT2. En la DMT2 la causa de hiperglucemiaradica
en una pérdida de sensibilidad o RI por parte de sus tejidos diana (higado,
musculo esquelético y grasa). En un principio, la persistencia de niveles elevados
de glucosa en sangre deriva en un incremento en la secrecién de insulina afin de
mantener la glucemia en un rango normal. Pero con el tiempo, la capacidad de
produccién compensatoria de las células beta es insuficiente para reducir el
estado de hiperglucemia. Debido al mal funcionamiento progresivo de estas ante
las altas demandas soportadas, con la pérdida de hasta el 60% de las mismas. Y
la imposibilidad de la poblacion celular restante para contrarrestar el déficit
relativo de insulina (Samuel VT, Shulman GIl. Mechanisms for Insulin Resistance:
Common Threads and Missing Links. Cell [Internet]. 2012 Mar;148(5):852-71.
Disponible en: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0092867412002176).

77



CAPITULO 1. INTRODUCCION

4. CIRUGIA BARIATRICA

4.1. Introduccidén

La cirugia bariatrica (CB), derivada del griego “baros” (pesado) y el latin “iatrein”
(tratamiento) (181), se ha consolidado como una alternativa valida y efectiva para el
tratamiento de la obesidad y sus comorbilidades. El tratamiento quirdrgico de la
obesidad, independientemente del tipo de procedimiento bariatrico, es la alternativa mas
efectiva y duradera en el tratamiento de la obesidad en comparacion con la terapia
convencional. La combinacion de tratamiento dietético junto a modificaciones del estilo
de vida, principalmente el ejercicio fisico, puede conseguir pérdidas de s6lo un 10% del
peso corporal a medio plazo, pudiendo alcanzar el 15% con la ayuda de tratamiento
farmacologico. Sin embargo, a largo plazo practicamente la totalidad de los pacientes
vuelven a recuperar el peso en un plazo inferior a 5 afios (182-184).

Las indicaciones de CB actualmente estan bien definidas, en base a los criterios
tradicionales establecidos en 1991 en la primera reunion de consenso del National
Institutes of Health (NIH) (185). Diversas asociaciones internacionales como la ASMBS
(American Saociety for Metabolic & Bariatric Surgery), la IFSO (International Federation
for the Surgery of Obesity and Metabolic Disorders) y la EASO (European Association
for the Study of Obesity); y espafiolas como la SECO (Sociedad Espafiola de Cirugia de
la Obesidad) y la SEEDO (Sociedad Espafiola de Obesidad), sugieren con alto nivel de
evidencia la indicacién quirdrgica en pacientes adultos con IMC mayor de 40 o con IMC
mayor de 35 y la presencia de comorbilidades, tales como DMT2, HTA, SAOS e ICC, y
siempre que cumplan unos criterios de seleccién establecidos (Tabla 3). En la
actualidad, estas mismas asociaciones admiten que la CB puede estar indicada en
pacientes con obesidad grado | (IMC 30 — 34,9 kg/m?) y DMT2 y/o SM que no alcanzan
una adecuada y prolongada pérdida ponderal y no estan correctamente controlados con
cambios en el estilo de vida y con tratamiento médico dado el importante beneficio a
corto y medio plazo de la CB (103,186-189).

En este mismo sentido, en el afio 2015 se establecieron una serie de recomendaciones
para el tratamiento de la DMT2 derivadas del “Second Diabetes Surgery Summit” (DSS-
II). Este documento de consenso, definié que debe considerarse la indicacion de cirugia

metabdlica (CM) para el tratamiento de la DMT2 en aquellos pacientes con un IMC entre
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30y 34,9 kg/m2 que presentan un control glucémico inadecuado a pesar de un estilo de

vida 6ptimo y terapia médica adecuada (190).

o Edad entre 18 y 60 afios

e [MC = 40 kg/m? o 2 35 kg/m? con comorbilidades mayores asociadas,
susceptibles de mejorar tras pérdida ponderal

e Obesidad Morbida establecida durante al menos 5 afios

e Fracasos continuados a tratamientos conservadores de estilo de vida
debidamente supervisados

e Ausencia de trastornos endocrinos que sean causa de obesidad

e Estabilidad psicologica
- Ausencia de abuso de alcohol o drogas
- Ausencia de alteraciones psiquiatricas mayores (esquizofrenia, psicosis),
retraso mental, trastornos del comportamiento alimentario (bulimia nerviosa)

o Capacidad para comprender los mecanismos por los que se pierda peso con
la cirugia y entender que no siempre se alcanzan buenos resultados

e Capacidad para comprender que el objetivo de la cirugia no es alcanzar el
peso ideal

e Compromiso de adhesién a las normas de seguimiento tras la cirugia, con
capacidad personal de llevarlas a cabo o apoyo social y familiar que
contribuya a una adecuada adherencia

e Consentimiento informado después de haber recibido toda la informacién
necesaria (oral y escrita)

e Evitar la gestacion al menos durante el primer afio posterior a la cirugia en el

caso de mujeres en edad fértil

Tabla 3. Criterios de seleccién para CB (Lecube A, Monereo S, Rubio MA, Martinez-
de-lcaya P, Marti A, Salvador J, et al. Prevencidn, diagnéstico y tratamiento de la
obesidad. Posicionamiento de la Sociedad Espafola para el Estudio de la
Obesidad de 2016. Endocrinol Diabetes y Nutr [Internet]. 2017 Mar;64:15-22.
Disponible en: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1575092216301097).
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4.2. Técnicas de Cirugia Bariatrica

La CB se caracteriza por la utilizacién de multiples técnicas quirdrgicas responsables de
una alteracion anatémica y fisiolégica del tubo digestivo con la consiguiente modificacion
del eje enteroencefalico y del eje enteroinsular. Contribuyendo a la pérdida y
mantenimiento del peso a través de los cambios en la regulacion de la ingesta y la
saciedad consecuencia de los cambios en el perfil neurohormonal (191).

Los diferentes procedimientos bariatricos se clasifican de acuerdo con su mecanismo
de accion en técnicas restrictivas, malabsortivas y mixtas. Hasta hace un lustro, los
procedimientos mas frecuentemente realizados han sido las técnicas de tipo mixto,
seguidas de las restrictivas y finalmente las malabsortivas; siendo el bypass gastrico en
Y de Roux (RYGB) la técnica bariatrica mas realizada, por delante del sleeve gastrico
(SG). No obstante, en los ultimos 10 afios se ha producido un descenso en el nimero
de intervenciones de RYGB. De forma que desde 2014 el SG se ha convertido en la
técnica mas realizada, dada su gran popularidad en ciertas regiones como Oriente
Medio, América del Norte, Asia y Pacifico (192). De esta forma, actualmente y segun
datos del cuarto Registro Global de la IFSO de 2018, el SG representa el 46% de los
procedimientos bariatricos, respecto al RYGB que supone el 38,2% del total. Ademas,
se ha producido un aumento emergente del nimero de intervenciones de bypass
gastrico de una anastomosis (OAGB/MGB), superando a la banda gastrica ajustable
(BGAL) como técnica de eleccion (7,6 y 5% respectivamente) (193,194).

4.2.1. Técnicas Restrictivas

Este tipo de técnicas provocan una reduccién de la ingesta alimentaria al disminuir el

volumen gastrico total con la consiguiente sensacion de plenitud y saciedad temprana.

Las principales técnicas restrictivas son la BGAL y el SG.

4.2.1.1. Banda Gastrica Ajustable Laparoscdpica (BGAL)

La BGAL se caracteriza por la colocacion de una banda de silicona en la porcién superior

del estbmago, justo por debajo de la UEG. De esta forma, se crea un reservorio gastrico

de 15-20 ml. La banda esta conectada a través de un tubo a un puerto subcutaneo, de
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forma que la compresién gastrica proximal se puede modificar mediante la infusién de

suero salino segun la restriccién que se quiera obtener.

Se considera la técnica de CB menos invasiva, mas segura y completamente reversible.
Aungue a corto plazo los resultados son buenos en cuanto a la pérdida ponderal, a largo
plazo el porcentaje de pérdida de peso es inferior al 50% y las tasas de complicaciones
y reintervencion son elevadas. Los resultados metabdlicos son inferiores respecto a

otras técnicas con una escasa eficacia en la resolucion de las comorbilidades (195,196).

Gastric
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Subcutaneous
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Figura 24. Banda gastrica ajustable laparoscépica (BGAL). Creacién del
reservorio gastrico mediante la colocacién de una banda de silicona a nivel del
cardias conectada a un dispositivo subcutaneo (Nguyen NT, Varela JE. Bariatric
surgery for obesity and metabolic disorders: state of the art. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol [Internet]. 2017 Mar 30;14(3):160-9. Disponible en:

http://www.nature.com/articles/nrgastro.2016.170).

4.2.1.2. Sleeve Géastrico (SG) / Gastrectomia Vertical (GV)

Consiste en la reseccion de la curvatura mayor y el fundus géastrico (aproximadamente

el 80% del estbmago) dejando un remanente gastrico estrecho y tubular (60-100 ml) a
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expensas de la curvatura menor. La diseccién a través de la curvatura mayor comienza

a unos 5-6 cm del piloro y finaliza en el angulo de Hiss, a 1-2 cm de distancia a la UEG.

Inicialmente, esta técnica fue propuesta como la primera parte (restrictiva) de la
derivacioén biliopancreatica con cruce duodenal, y posteriormente como procedimiento
anico. En concreto, se estableci6 como el primer tiempo quirtrgico de la diversién
biliopancreética del cruce duodenal laparoscopico en pacientes superobesos (IMC > 60
kg/m?) con alto riesgo quirdrgico. Sin embargo, desde entonces se ha consolidado
fundamentalmente como técnica bariatrica primaria, Unica, independiente y definitiva
(197,198).

Actualmente, la menor complejidad técnica de esta técnica y los buenos resultados en
pérdida de peso y control metabdlico han convertido el SG en la primera opcién
quirdrgica a nivel mundial (194). De hecho, en Espafia y segun datos del registro
nacional RICIBA de 2015 ha aumentado de un 0,8% a un 39,6% del total de

procedimientos bariatricos (199).

Gastric
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Figura 25. Gastrectomia Vertical (GV). Creacion del tubular géastrico tras la
reseccion de la curvatura mayor desde el angulo de Hiss hasta el antro géastrico
(Nguyen NT, Varela JE. Bariatric surgery for obesity and metabolic disorders: state
of the art. Nat Rev Gastroenterol Hepatol [Internet]. 2017 Mar 30;14(3):160-9.

Disponible en: http://www.nature.com/articles/nrgastro.2016.170).
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4.2.2. Técnicas Malabsortivas

El efecto principal que se obtiene con estos procedimientos es la disminucién de la
absorcion de nutrientes al provocar que el bolo alimenticio se entremezcle con las
secreciones biliopancreéaticas en un segmento corto de intestino delgado y de forma
tardia. Se caracterizan por una importante malnutricion calérico-proteica. Entre ellas se

incluyen la derivacion biliopancreatica (DBP) y el cruce duodenal (CD).

4.2.2.1. Derivacion BilioPancreatica (DBP)

Fue descrita por Scopinaro en 1979. Esta técnica incluye una gastrectomia parcial
dejando un remanente gastrico de entre 200 a 500 ml y una seccién duodenal a nivel
postpilérico. La reconstruccion del transito se realiza mediante la anastomosis del
reservorio gastrico al ileon (gastroileostomia) con un asa alimentaria en Y de Roux de
200 a 300 cm de longitud medida desde el ciego, cuyo pie de asa se sitia 50 cm proximal

a la valvula ileocecal, conformando un asa comun de unos 50 cm de longitud.

=" )\ Alimentary
. — limb

channel

Figura 26. Derivacion Biliopancreatica de Scopinaro (DBP). Confeccién de una
gastrectomia aproximada del 50-80% seguida de una gastroileostomiay un pie de
asa a unos 200-300 cm de lamismay aunos 50 cm de la valvula de Bauhin. (Elder
KA, Wolfe BM. Bariatric Surgery: A Review of Procedures and Outcomes.
Gastroenterology [Internet]. 2007 May;132(6):2253—-71. Disponible en:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508507005835).
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Existen multiples variaciones técnicas de la DBP de Scopinaro, entre las que destacan

la modificacion de Larrad y de Resa.

e Técnicade Larrad

Se caracteriza por la confeccién de un reservorio gastrico mas pequefio (gastrectomia
subcardial) y una modificacién de la reconstruccion intestinal, respetando la longitud del
canal comun a 50 cm de la valvula ileocecal. Se realiza una gastroyeyunostomia tras
seccion del yeyuno a 50 cm del &ngulo de Treitz, por lo que el canal biliopancreatico es

mas corto (50 cm) y el asa alimentaria mas larga (>300 cm de intestino delgado) (200).

e Técnica de Resa

Esta técnica fue introducida en el afio 2000, y aceptada en 2008 en el Congreso Mundial
de Cirugia de la Obesidad como modificacion de la DBP. Esta variante prescinde de la
gastrectomia distal, con confeccion de un reservorio gastrico variable entre 100 a 300
cc y un asa comun de 60 cm. El asa alimentaria presenta una longitud en torno a 200-
300 cm segun las caracteristicas del paciente (201).

4.2.2.2. Cruce Duodenal (CD)

Es una variante de la DBP en la que la gastrectomia parcial es reemplazada por una
gastrectomia vertical con preservacion pil6rica, y se aumenta la longitud del asa comun.
Como hemos dicho, se caracteriza por ser una gastrectomia con preservacion pilérica 'y
una derivacion biliopancreatica distal con bypass en Y de Roux duodeno-ileal, que
consiste en un asa biliopancreatica del 50% del intestino delgado, un asa digestiva del
40% y un asa comun del restante 10% de la longitud intestinal. De esta forma, se
establece un asa alimentaria de 200 a 250 cm y un asa comun de 75 a 100 cm desde
la valvula ileocecal, con un componente biliopancreético excluido de longitud suficiente

para evitar la malnutricion proteica (195,202).

El SADI-S (Single-Anastomosis Duodeno-lleal bypass with Sleeve Gastrectomy) es una
variante técnica tipo CD caracterizada por una Unica anastomosis al prescindir del pie

de asa. Tras la realizacién de una GV, se procede a la confeccion de una anastomosis
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entre la primera porcion duodenal y el ileon terminal a 250 cm de la valvula ileocecal.

Asi, el componente alimentario coincide en su totalidad con el canal comun (203).

Biliopancreatic
imb

i

- "\ Common
channel

Figura 27. DBP con Cruce Duodenal. Tras larelizacion de una manga gastrica con
preservacion pildrica, se confecciona una duodenoileostomia que determina un
asa alimentaria mas corta (200-250 cm) y un asa comun mas larga (75-100 cm)
respecto ala DBP (Elder KA, Wolfe BM. Bariatric Surgery: A Review of Procedures
and Outcomes. Gastroenterology [Internet]. 2007 May;132(6):2253-71. Disponible
en: https://llinkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508507005835).

4.2.3. Técnicas Mixtas

Son aquellas que combinan elementos restrictivos y malabsortivos mediante la
interposicién y movilizacién de asas intestinales. El principal representante de este tipo

de técnicas es el RYGB.

4.2.3.1. Bypass Gastrico en Y de Roux (RYBG)

El RYGB ha sido, hasta hace pocos afios, la técnica de CB mas utilizada. Es la técnica
gue mejores resultados de pérdida de peso y control metabdlico presenta a mediano y

largo plazo, asociado a una baja morbimortalidad. Asi, pese a ser el segundo
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procedimiento bariatrico mas prevalente tras el SG, es considerado el “gold standard”
de la CB (195,204)

Este procedimiento fue descrito por Mason en 1967 y desde entonces se han introducido
diversas y progresivas modificaciones en la técnica quirdrgica original. Actualmente, el
RYGB se basa en la creacién de un reservorio géstrico proximal de 15 a 30 ml a
expensas de la curvatura menor y una reconstruccion del transito intestinal en Y de
Roux, tras una division intestinal a 30-50 cm del ligamento de Treitz, mediante un asa
alimentaria, un asa biliopancreatica y un asa comun de longitudes variables. En general
no hay consenso respecto a la longitud ideal de las asas, aunque las medidas
aconsejadas como mas seguras y que aminoran el riesgo de carencia nutricional son un
asa alimentaria de 75 a 150 cm y un asa biliopancreatica de 60 a 100 cm, con una

longitud variable del asa comun segun la medida de las anteriores (195,205) .
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Figura 28. Bypass Gastrico en Y de Roux (RYGB). Confeccionado el remanente
gastrico tras la exclusion, se identifican las asas intestinales que componen la’Y
de Roux: el asa alimentaria (flecharoja) tras la anastomosis gastroyeyunal; el asa
biliopancreatica (flecha azul); y el asa comun tras la anastomosis yeyuno-yeyunal
en pie de asa (Nuzzo A, Czernichow S, Hertig A, Ledoux S, Poghosyan T, Quilliot
D, et al. Prevention and treatment of nutritional complications after bariatric
surgery. Lancet Gastroenterol Hepatol [Internet]. 2021 Mar;6(3):238-51. Disponible
en: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2468125320303319).
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4.2.3.2. MiniBypass Gastrico / Bypass Géstrico Una Anastomosis
(MGB/OAGB)

El MBG-BAGUA, denominado Mini Gastric Bypass-One Anastomosis Gastric Bypass
(MGB-OAGB) en el mundo anglosajon, es una variante técnica descrita por Rutledge en
1997. Esta intervencion consta de una gastrectomia vertical a expensas de la curvadura
menor extendida 2-3 cm distal a la panta de ganso, seguida de una gastroyeyunostomia
antecdlica realizada a 150-250 cm distal al ligamento de Treitz.

Los resultados de pérdida de peso y control de las comorbilidades, especialmente la
DMT2, son comparables a los del RYGB y el SG. Ademés, ha demostrado ser
técnicamente sencillo, seguro y reversible (193). En base a ello, el niumero de
intervenciones esta aumentando de forma considerable, principalmente en Europa y

Asia, convirtiéndose en la tercera técnica de CB mas utilizada (194).
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Figura 29. MiniBypass Gastrico / Bypass Gastrico de una anastomosis. Tras la

confeccion del reservorio gastrico a expensas de la curvatura menor, se realiza
una Unica anastomosis gastroyeyunal, entre 150-250 cm distal al ligamento de
Treitz, que marca el inicio del asa alimentaria y el final del asa biliopancreatica
(Nuzzo A, Czernichow S, Hertig A, Ledoux S, Poghosyan T, Quilliot D, et al.
Prevention and treatment of nutritional complications after bariatric surgery.
Lancet Gastroenterol Hepatol [Internet]. 2021 Mar;6(3):238-51. Disponible en:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S2468125320303319).

87



CAPITULO 1. INTRODUCCION

5. CIRUGIA BARIATRICA Y DIABETES MELLITUS TIPO 2. LA CIRUGIA
METABOLICA

5.1. Introduccion

Los diferentes procedimientos de CB permiten, ademas de una pérdida ponderal
significativa y mantenida en el tiempo, una mejoria e incluso resolucién de las
comorbilidades asociadas a la obesidad, fundamentalmente la DMT2. El efecto
metabdlico asociado a la CB ha permitido el desarrollo de la llamada CM, mediante la
aplicacion de distintas variaciones y modificaciones técnicas sobre procedimientos
bariatricos (206)

Uno de los primeros estudios en relacion con el efecto beneficioso de la CB/CM sobre
la DMT2 fue publicado por Pories en 1995. En el estudio se evidenciaba una
normalizacion de los niveles plasméaticos de glucosa en el 83% de los pacientes
diabéticos sometidos a RYGB, antes que la pérdida ponderal fuese importante (207).
Posteriormente, otros estudios han reafirmado los resultados obtenidos por Pories y las
ventajas de la CB sobre el tratamiento no quirdrgico. En primer lugar, los meta-andlisis
de Buchwald et al. en 2004 y 2009 observaron una resolucion de la DMT2 en mas del
80% de los pacientes (208,209). En segundo lugar, en el estudio de Mingrone et al. en
2012 la mitad de los pacientes operados (RYGB y DBP) experimentaron la remision de

la DMT2 a los cinco afios (210).

Sin embargo, los resultados a largo plazo estan ain por determinar, pues la mayoria de
estos estudios muestran resultados a corto y medio plazo. El grupo “Swedish Obese
Subjects” (SOS) publicé uno de los trabajos mas importantes sobre CB y su repercusion
clinica a largo plazo. En el estudio de Sjostron et al, que compara dos grupos de
pacientes obesos, la remision de la DMT2 fue significativamente mayor en el grupo
quirargico respecto al grupo control a los dos afos (72,3% vs 16,4%), a los diez afios
(38,1% vs 5,3%) y a los 15 afos de seguimiento (30,4% vs 6,5%) (211). Ademas, la CB
también disminuye la incidencia de nuevos casos de DMT2 en comparacion al
tratamiento convencional en un 96%, 84% y 78% a los 2, 10 y 15 afios de seguimiento

respectivamente (212).
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Por otra parte, existe controversia respecto a cual de las técnicas de CB produce
mejores tasas de resolucion de DMT2, principalmente entre el RYGB y la SG. En la
actualidad, tanto el meta-analisis de Buchwald et al en 2004 como el de Panunzi et al
en 2015, proponen como mejores resultados en el control de la homeostasis del
metabolismo de la glucosa los observados en aquellos pacientes intervenidos con
técnicas malabsortivas 0 mixtas respecto a los intervenidos con técnicas restrictivas
(208,213). En algunas revisiones, el RYGB parece ser mas eficaz en relacién con la SG
(204). Sin embargo, otros estudios no aprecian diferencias entre ambas técnicas
bariatricas en relacion con el porcentaje de mejoria o remision de la DMT2 (214).

Estas mismas sociedades cientificas elaboraron y aprobaron en el afio 2013 un
documento de consenso conjunto en base al posicionamiento de la ADA, estableciendo
las principales indicaciones de la CM: pacientes con obesidad grado Il y DMT2 de dificil
control Unicamente con terapia convencional; y pacientes con IMC entre 30-35 kg/m2 y
DMT2 gue muestren un deterioro progresivo del control glucémico (HbAlc > 7,5%) a
pesar del tratamiento convencional y/o coexistan comorbilidades mayores como HTA, o

dislipemia no controladas adecuadamente (188).

5.2. Cirugia Metabdlica Experimental

Las principales técnicas que se emplean en CM son modificaciones realizadas a partir
de las técnicas utilizadas de CB. Sin embargo, se incluyen otras técnicas
bariatricas/metabdlicas con un caracter meramente experimental. La investigacion
clinica presenta importantes limitaciones bioéticas que son solventadas por los estudios
experimentales en animales. Los principales animales de experimentacién son los
roedores (ratas y ratones), tanto sanos como obesos y/o diabéticos. Las ratas mas
utilizadas en las unidades de cirugia experimental son: Zucker Diabetic Fatty (ZDF),
Goto-Kakizati (GK) y Wistar. Las dos primeras son modelos diabéticos no obesos,
mientras que el tipo Wistar es un modelo sano normopeso. Por Ultimo, también se

realizan estudios en cerdos con resultados efectivos (215)

La investigacion animal no sélo posibilita la aplicaciéon de estudios de funcionalidad,
medicion de diversas sustancias y analisis de tejidos. También permite precisar que
intervencion o combinacién de técnicas quirdrgicas van a resultar mas beneficiosas y su
compatibilidad con estudios en humanos, asi como la innovacion en técnicas quirdrgicas

no reproducibles en la practica clinica habitual (216).
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Entre los tipos de CM experimental destacan distintas técnicas que afectan en mayor o
menor grado a cada uno de los segmentos intestinales. Entre ellas destacan la reseccién
intestinal del 50% (RI50) y la transposicion ileal (IT) con o sin SG o RYGB asociada.

La RI50 es una técnica experimental de tipo malabsortivo realizada en modelos de
roedor sano entre otros por este grupo. Consiste en una reseccion del 50% del intestino
delgado con preservacion del 25% distal al angulo de Treitz y del 25% proximal a la
vélvula ileocecal (217). Por su parte, la Tl es una técnica semiexperimental,
caracterizada por la transposicion de un segmento de ileon terminal a nivel del yeyuno
proximal (218,219). Esta técnica puede estar asociada al SG (220), aunque también al
RYGB (221). El Unico trabajo en humanos, en este ultimo caso, son las series publicadas
por De Paula en las que asocia la IT con el SG, que fueron iniciadas en 2010 en una

muestra de 39 pacientes (222).

Figura 30. RI50. Reseccidon del 50% del intestino delgado, excluyendo el duodeno,
y preservando el 25% distal al angulo de Treitz y el 25% proximal a la valvula
ileocecal, con posterior anastomosis yeyuno-ileal (Prada-Oliveira JA, Camacho-
Ramirez A, Salas-Alvarez J, Campos-Martinez FJ, Lechuga-Sancho AM, Almorza-
Gomar D, et al. GLP-1 mediated improvement of the glucose tolerance in the T2DM
GK rat model after massive jejunal resection. Ann Anat [Internet]. 2019 May;223:1—

7. Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30721719).
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Figura 31. Transposicidn ileal (IT). Interposicién de un segmento de ileon terminal
a nivel de yeyuno proximal distal al ligamento de Treitz. Posteriormente,
confeccidon de una anastomosis yeyuno-ileal e ileo-ileal (Sawczyn T, Stygar D,
Nabrdalik K, Kukla M, Masri O, Magrowski t, et al. Effect of lleal Transposition (IT)
on Angiopoietin-Like Protein-8 (ANGPTLS8) and Pentraxin (PTX3) Plasma Level in
Sprague-Dawley Rats Fed High-Fat Diet (HFD). Malendowicz LK, editor. Int J
Endocrinol [Internet]. 2021 May 5;2021:1-10. Disponible en:
https://lwww.hindawi.com/journals/ije/2021/6699923/).
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Figura 32. Transposicion ileal (IT) asociada a gastrectomia vertical (GV). Tras la
confeccion del tubular géastrico tiene lugar la interposicién del segmento de ileon
a nivel del yeyuno proximal (Kumar KVSH, Ugale S, Gupta N, Naik V, Kumar P,
Bhaskar P, et al. lleal Interposition with Sleeve Gastrectomy for Control of Type 2
Diabetes. Diabetes Technol Ther [Internet]. 2009 Dec;11(12):785-9. Disponible en:
http://www.liebertpub.com/doi/10.1089/dia.2009.0070).

5.3. Mecanismos Fisiopatolégicos de la Mejora de la DMT2 tras la CM. El

Eje Metabdlico Enteropancreético.

Como ya hemos mencionado la resoluciéon o mejora de la DMT2 tras el tratamiento
quirdrgico sucede antes incluso de que la pérdida ponderal sea importante. Luego la
pérdida de peso per se solo explica en parte el beneficio derivado de la CB sobre la
homeostasis de la glucemia. Si bien los mecanismos fisiopatoldgicos responsables de
la remisién precoz de la DMT2 tras CB no estén del todo establecidos. En este sentido
un paso importante fue determinar un marco en el que establecer las investigaciones y

posteriores teorias. Este marco lo constituye el eje entero-insular.
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5.3.1. Eje Enteroinsular

El eje entero-insular es un concepto que describe la interaccion o conexién
neuroendocrina entre el tubo digestivo y el pancreas por medio de determinadas
hormonas gastrointestinales. Fue introducido por Unger y Eisentraut en 1969 en base a
los estudios de Mcintyre de 1965, en los que se comprobd que la administracion enteral
de glucosa era un estimulo mas potente para la secrecién de insulina en comparacion
con una dosis equivalente de glucosa parenteral. Esta diferencia en la respuesta

secretora observada se llamé “efecto incretina”.

Tras estas observaciones, Creutzfeldt en 1985 definié los criterios para que estas
hormonas puedan ser consideradas incretinas. En primer lugar, debe ser una hormona
liberada por la llegada de nutrientes al intestino delgado. Y, en segundo lugar, estimular
la secrecién de insulina por el islote pancreético frente a la presencia de hiperglucemia.
Los péptidos que inicialmente cumplian mejor estos requisitos fueron el GLP-1y el GIP
entre otras (223,224).

5.3.2. Hormonas Gastrointestinales

Los cambios en la secrecién de dichas hormonas gastrointestinales derivados de las
modificaciones anatomo-funcionales existentes en el tracto gastrointestinal, y las
implicaciones metabdlicas de estas hormonas en la homeostasis de la glucosa, suponen
la base del reconocimiento del eje entero-insular en el éxito a corto y largo plazo del
tratamiento quirdrgico en la resolucién de la DMT2. Los pies de esta hipotesis radican
en el mejor control glucémico y con mayor duracion en el tiempo observado tras

intervenciones malabsortivas o mixtas respecto a las técnicas restrictivas (183).

La relacion entre los niveles plasmaticos de GLP-1 y la remision de la DMT2 tras la
CB/CM fue establecida pronto (225). Esta relacién, ampliamente estudiada se
fundamentaba en la elevacion plasmatica de esta hormona tras la cirugia en pacientes
y modelos animales (226,227) y en los efectos de esta Ultima sobre distintos elementos
regulatorios del metabolismo hidrocarbonado. Entre ellos la produccion de insulina por
las células beta sobre la cual tiene una potente capacidad estimulante (78) o la
sensibilidad del higado y tejidos periféricos a la insulina (81). Esto se ha visto reforzado
por estudios sobre miméticos como “exenatide” resistentes a la degradacion por la DPP4

que presentan una vida media mas larga o los inhibidores de DPP4 que prolongan la
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vida media plasméatica del GLP-1 endbgeno al inactivar dicha enzima, destacando la
“vildagliptina” y la “sitagliptina”. En ambos casos con utilidad terapéutica frente a la
DMT2 actualmente (228). No obstante, el papel de GLP-1 en la resolucién de la DMT2
tras la cirugia cuenta con detractores que aportan diversas pruebas. Quizas la mas
contundente sea el trabajo realizado por Mokadem et al. en 2013 donde ratones K.O.
para GLP-1y diabéticos resolvian la DMT2 tras ser sometidos a RYGB (229). Esto, por
lo tanto, puede arrojar serias dudas sobre el papel real de GLP-1 en este fenébmeno.

Aligual que el GLP-1, GIP es conocido por su actividad incretina al estimular la liberacion
de insulina pancreética en presencia de concentraciones elevadas de glucosa. También
ejerce efectos anti-apoptéticos e induce el crecimiento y proliferaciéon de las células beta
pancreéticas (98). Sin embargo, los resultados del efecto de los procedimientos de CM
sobre esta hormona son aln contradictorios. Actualmente, existen estudios en los que
se ha descrito tanto un aumento como una disminucioén de los valores del GIP tras
realizacion de RYGB, aungue en teoria la exclusion duodenal llevaria a un descenso de
la secrecion de esta hormona (230). Parece ser que el efecto insulinotrépico del GIP en
pacientes diabéticos es insuficiente para normalizar la hiperglucemia, debido a una
reduccién de la sensibilidad por una expresion deficiente del GIP-R en las células beta

pese a valores de GIP elevados (231).

Recientemente una nueva incretina parece tomar protagonismo en los mecanismos
homeostaticos del metabolismo hidrocarbonado. Esta es el PYY, que ha demostrado
que es capaz de modular la secrecion de insulina y también suprimir la de glucagén a
nivel pancreético (232). Se ha observado que la secrecién postprandial de PYY esta
disminuida en sujetos obesos o con antecedentes familiares de DMT2, y que esta
alteracion podria preceder a la Rl (94,233). Ademas del aumento de los niveles
postprandiales tras el SG o el RYGB, y la consiguiente mejora de la sensibilidad a la
insulina (94,234,235). Ademéas de este incremento en los niveles plasmaticos, el
contenido de PYY en los islotes pancreaticos aumenta después de la cirugia de RYGB
en modelos diabéticos (ratas GK). Este mayor incremento de PYY, tanto plasmatico
como pancreatico, puede influir en la funcién de los islotes, y parece estar mediado por

mecanismos relacionados con la Ml (94).

Por otro lado, estudios recientes en ratas GK han evidenciado la capacidad del PYY
para desencadenar la secrecién de GLP-1 actuando como principal enterohormona
reguladora de esta y otras hormonas situadas en otras regiones del tubo digestivo como

GIP (235). En esta linea, el PYY parece tener un papel principal en la regulacion de
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otras hormonas gastrointestinales, pero no solo a nivel paracrino o endocrino, sino por
medio de los denominados “neurépodos”. Estos consisten en unas prolongaciones de
las células L que actian como pseudoaxones permitiendo la liberacion de granulos de
PYY en zonas alejadas del ileon como el yeyuno o el duodeno, que activan otras
poblaciones celulares enteroendocrinas (236).

Por dltimo y dentro de estas teorias que tratan de explicar los mecanismos subyacentes
a la CB/CM juega un importante papel otra incretina: la grelina. En este caso, una
enterohormona liberada principalmente en células especializadas similares a X / A del
estobmago adulto (237). La grelina posee efectos orexigenos y sobre la homeostasis
glucidica, siendo un regulador descendente esencial de la liberacién de insulina y la

supervivencia de las células beta.

Los procedimientos bariatricos mas comunes, SG y RYGB son capaces de afectarla. En
particular la SG disminuye la grelina plasmatica en ayunas y postprandial en
comparacion con la preoperatoria, porque la principal fuente de grelina en adultos son
las células ubicadas en el fundus gastrico extraidas durante este procedimiento
(238,239). Sin embargo, sorprendentemente, después de la técnica quirirgica se ha
informado que los niveles de grelina plasmatica en ayunas aumentaron en pacientes
humanos (240). Posiblemente por la expansion del remanente gastrico o bien como se
ha publicado en modelos animales por expansion de la poblacion celular épsilon residual

del pancreas como respuesta compensatoria (241).

Independientemente del papel de unos u otras en la regulacién del metabolismo
hidrocarbonado, otra pregunta que subyace a todo esto es la referida al o los
mecanismos que disparan estas variaciones en los niveles plasmaticos y paracrinos de
estas incretinas. Variadas hip6tesis también hay al respecto entre las que destacamos

las hipétesis referentes al transito intestinal.

5.3.2.1. Teoria del Intestino Distal

La teoria del intestino distal (hindgut hypothesis) fue propuesta por Rubino et al (242).

Esta hipotesis plantea que el rapido transito del contenido alimentario y la presencia

temprana de este en el intestino delgado distal, secundario a ciertas técnicas quirdrgicas

como el RYGB, determina una sobreestimulacion de las células L enteroendocrinas con

95



CAPITULO 1. INTRODUCCION

un incremento en la liberacion de diversas hormonas, principalmente GLP-1 y PYY
(243-245).

El aumento de los niveles plasmaticos de estas enterohormonas estimularia la secrecion
de insulina y la sensibilidad a la misma en tejidos periféricos, asi como una menor

apoptosis de células beta pancreéticas (246).

Ensayos en ratas diabéticas no obesas sometidas a RYGB con la consiguiente exclusion
duodenal derivada evidenciaba una mejora de la hiperglucemia. Sin embargo, resulta
curioso que los roedores sometidos a gastroyeyunostomia con preservacion duodenal
no mostraban una mejora del area bajo la curva en los test de tolerancia a la glucosa
(247). A esto se suma el controvertido papel de GLP-1 en este fenémeno tal y como
demostré Mokadem et al (229).

Cells producing
diabetogenic signals

Cells producing anti- +_++>
@ diabetogenic signals
(e.g. GLP-1)

Figura 33. Mecanismos de accidn relacionados con la mejora del metabolismo
hidrocarbonado segln la teoria del intestino distal tras cirugia bariatrica mixta
tipo RYGB (B) respecto a la ausencia de cirugia bariatrica (A). Se observa un
incremento de incretinas, tipo GLP-1, ante lardpida llegada del transito intestinal
a segmentos distales. Asi como el descenso de las llamadas “anti-incretinas” ante
la exclusién de segmentos proximales (Knop FK. Resolution of type 2 diabetes
following gastric bypass surgery: involvement of gut-derived glucagon and
glucagonotropic signalling? Diabetologia [Internet]. 2009 Nov 1;52(11):2270-6.
Disponible en: http://link.springer.com/10.1007/s00125-009-1511-8).
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5.3.2.2. Teoria del Intestino Proximal

Esta hipotesis, también llamada “foregut hypothesis”, sugiere que la ausencia de transito
del alimento a nivel de duodeno y yeyuno proximal derivada de la exclusién de dichos
segmentos en procedimientos quirdrgicos tipo RYGB, provoca un descenso en la
liberacién de factores hormonales que promueven la Rl y la DMT2 (247).

Rubino et al. también sefalaron la existencia de un “efecto anti-incretina” mediado por
péptidos con efecto antagdnico y contrarregulador que impide la hipoglucemia generada
por las incretinas. Si bien el equilibrio entre incretinas y anti-incretinas seria necesario
para el mantenimiento de niveles de glucemia normales, una produccion insuficiente de
anti-incretinas puede no contrarrestar eficazmente el efecto incretinico, dando lugar a
un estado de hiperinsulinemia, hipoglucemia y proliferacién celular beta. Sin embargo,
un cambio hacia el exceso del efecto anti-incretina podria provocar una secrecion
inadecuada de insulina y una resistencia a su accién periférica, y la consiguiente
aparicion de la DMT2 (248-250).

De esta forma, la exclusién del intestino proximal permitiria el descenso de anti-
incretinas y su efecto diabetogénico. No obstante, la objecidén a esta teoria viene dada
por la imposibilidad de concretar cual es dicho factor diabetogénico. Aunque un posible
candidato mediador podria ser el GIP por la situacién natural de la mayoria de las células
K. No obstante, hasta el dia de hoy esto no se ha podido demostrar (97,250,251).
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A Anti-Incretin Theory
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Figura 34. Hipétesis de las “anti-incretinas”. El transito de nutrientes a nivel del
intestino proximal provoca, ademas de la secrecion de hormonas con efecto
incretinico, una respuesta anti-incretinica contrarreguladora para evitar una
posible hipoglucemia. Un equilibrio entre las incretinas y anti-incretinas seria
necesario para mantener la normoglucemia (A). Un cambio hacia el exceso del
efecto anti-incretina desencadenaria DMT2 debido a la disminucién de la
secrecion de insulina secundaria al fallo de la célula beta y a la Rl en tejidos
periféricos. Sin embargo, una produccion insuficiente de anti-incretinas
desembocaria en una inadecuada contrarregulacion de la respuesta incretinay la
consiguiente hiperinsulinemia, hipoglucemia proliferacion celular beta
pancreética (B). De estaforma, lateoriade las anti-incretinas es un posible modelo
para explicar las alteraciones metabdlicas del metabolismo hidrocarbonado
caracteristicas de la DMT2. De la misma forma que explicaria los efectos
metabdlicos secundarios al RYGB responsables de la mejora y/o resolucion de la
DMT2 (Rubino F, Amiel SA. Is the Gut the “Sweet Spot” for the Treatment of
Diabetes? Diabetes [Internet]. 2014 Jul 1;63(7):2225-8. Disponible en:
http://diabetes.diabetesjournals.org/cgi/doi/10.2337/db14-0402).
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Pero centrar los mecanismos responsables de la resolucién de la diabetes tras la CB/CM
tan solo en aquellos protagonizados por las hormonas gastrointestinales, seria una
simplificacion excesiva del problema, ya que también intervienen otros factores de los
que ahora hablaremos relacionados con la microbiota intestinal.

5.3.3. Papel de la Microbiota Intestinal (MI)

En el intestino reside un ecosistema microbiano constituido por mas de cien billones de
células microbianas colonizadoras denominado MI. La mayoria de las bacterias son
comensales y desempefian importantes funciones simbibticas que incluyen la
degradacion de los polisacaridos no digeridos a acidos grasos de cadena corta (SCFA)
y la biotransformacién de los acidos biliares (AB). En el intestino del humano adulto y
sano predominan seis filos bacterianos: Proteobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Firmicutes. Los géneros Firmicutes y Bacteroidetes

juntos pueden constituir mas del 90% de la microbiota total del adulto.
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Figura 35. Distribucién de las distintas especies bacterianas que componen la Ml
alo largo del tracto gastrointestinal. La mayor densidad de especies se identifica
a nivel del colon (Clarke G, Sandhu K V., Griffin BT, Dinan TG, Cryan JF, Hyland
NP. Gut Reactions: Breaking Down Xenobiotic—Microbiome Interactions. France
CP, editor. Pharmacol Rev [Internet]. 2019 Apr 19;71(2):198-224. Disponible en:
http://[pharmrev.aspetjournals.org/lookup/doi/10.1124/pr.118.015768).
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La modulacion de la Ml esta probablemente asociada al desarrollo de enfermedades
metabdlicas como la obesidad y la DMT2 al influir en la actividad proinflamatoria, la RI
y los cambios en distintas hormonas gastrointestinales por medio de mecanismos

relacionados con el metabolismo de los AB y/o SCFA (252-254).

Por todo esto se ha sefialado la importancia creciente de la modificacion de la Ml
secundaria a los cambios anatomofuncionales inducidos por la CM como causa parcial

en la mejora del metabolismo hidrocarbonado (255-257).

5.3.3.1. Microbiota Intestinal y Acidos Biliares (AB)

A modo introductorio podemos decir que en condiciones fisiolégicas, los AB primarios
(Acido cdlico (CA) y acido quenodesoxicolico (CDCA)) son sintetizados en el hepatocito
a partir de colesterol mediante la enzima 7a-hidroxilasa (CYP7AL). Una vez formados,
la mayoria de los AB se conjugan inmediatamente con glicina o taurina mediante accion
del enzima AB-CoA aminoacido N-aciltransferasa y son secretados a nivel duodenal.
Mas del 95% de las sales biliares son reabsorbidas por las células intestinales ileales y
regresan a la circulacion enterohepatica via portal. Sin embargo, aproximadamente el
5% de los AB escapan a la circulacién enterohepatica y sufren una biotransformacion a
AB secundarios en el colon por accién de la Ml: el CA se convierte en acido deoxicolico
(DCA) y el CDCA en acido litocdlico (LCA), entre otros (258).

Los AB primarios, durante su circulacién se unen y activan el receptor FXR presente en
la membrana nuclear de células hepéaticas y pancredticas. Esta activacion induce la
sintesis y liberacién del factor de crecimiento de fibroblastos 19 (FGF-19), que a través
de su receptor (FGF-R) a nivel hepdtico, regula la biosintesis de AB y el metabolismo
de la glucosa. FGF-19 a su vez activa la glucogenosintesis e inhibe la gluconeogénesis
hepatica con el consiguiente descenso de las concentraciones de glucosa en sangre.
Ademas, la union de los AB al FXR estimula la secrecion de insulina por las células beta

pancreéticas y mejora la sensibilidad a la insulina en otros tejidos periféricos (255).

Por otro lado, la activacion del receptor TGR-5, fundamentalmente por ese 5% de AB
secundarios, desempefa un papel importante en el metabolismo de los carbohidratos.
A nivel pancreatico y en tejidos periféricos, la union de los AB a este receptor provoca
los mismos efectos que la unién al receptor FXR. No obstante, TGR-5 también se

expresa en la membrana de los macréfagos residentes en distintos tejidos que
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presentan un marcado efecto antiinflamatorio dentro del contexto de la DMT2. Ademas,
la activacion de TGR-5 en las células L del ileon provoca un aumento de la secrecion y
concentraciones plasmaticas de GLP-1 y PYY (255,259-261). Todo ello constituye en

resumen un complejo mecanismo de accion de estos AB.
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Figura 36. Biosintesis de los AB, circulacidon enterohepética y regulacion del
metabolismo  hidrocarbonado mediante la secrecion de hormonas
gastrointestinales a nivel de ileon. Los AB primarios, sintetizados en el higado a
partir de colesterol y conjugados con taurina o glicina, son secretados a nivel
intestinal. La gran mayoria de los AB se reabsorben en el ileon y regresan al
higado via portal, mientras que el resto son transformados por la microbiota
intestinal en AB secundarios. Los AB favorecen la secrecion de enterohormonas
(GLP-1y PYY) a nivel de ileon mediante la activacién del receptor FXR y/o TGR5
(Xie C, Huang W, Young RL, Jones KL, Horowitz M, Rayner CK, et al. Role of Bile
Acids in the Regulation of Food Intake, and Their Dysregulation in Metabolic
Disease. Nutrients [Internet]. 2021 Mar 28;13(4):1104. Disponible en:
https://lwww.mdpi.com/2072-6643/13/4/1104).
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En este sentido, diversos estudios han objetivado un incremento de las concentraciones
de AB totales tras distintos procedimientos de CM, tanto tras técnicas malabsortivas o
mixtas que implican una exclusion del intestino proximal, como tras los procedimientos
restrictivos, caracterizados por la ausencia de exclusion biliar. Sin embargo, el RYGB y
las técnicas malabsortivas producen un mayor aumento de los niveles de AB circulantes
y una mayor y mas temprana disponibilidad de estos en el intestino distal y reabsorcion
en el ileon por alteracion de la circulacion enterohepatica. Estos cambios en los niveles
séricos de AB se correlacionan positivamente con una mayor liberacién de FGF-19 por
activacion del receptor FXR, y de GLP-1y PYY mediante la activacion de TGR-5 a nivel
de las células L ileales (255,262).

Asimismo, como se ha comentado, los AB y la Ml presentan una interaccion reciproca.
La MI modifica tanto los niveles como la composicion de los AB, los cuales a su vez
presentan un efecto antimicrobiano que provoca cambios en la Ml que pueden contribuir
a una mayor liberacion de GLP-1 y su menor degradacion por acciéon de DPP4. En este
sentido se ha podido observar que el tratamiento con “vildagliptina” en ratas diabéticas
aumenta los niveles intestinales de Bacteroides y disminuye los de Firmicutes, lo que

determina un incremento de los niveles de SCFA (263).

De esta forma, la mejora del control glucémico secundaria a la CM podria venir
determinada al menos parcialmente por el mayor incremento de las concentraciones de
AB circulantes asociados a las alteraciones en la Ml y a las modificaciones
consecuentes en la secrecién y accion de distintas hormonas GI. Esta fenbmeno es
mayor y mas temprano tras técnicas malabsortivas 0 mixtas que tras técnicas
restrictivas, lo que puede estar determinado por un papel mas significativo de los AB y
la microbiota intestinal en procedimientos que implican la exclusion proximal del intestino
(255,262).

No obstante, esta flora microbiana no solo interactia con los AB también con otros

factores como los SCFA como veremos a continuacion.

5.3.3.2. Microbiota Intestinal y Acidos Grasos de Cadena Corta (SCFA)

Los SCFA son los productos principales de la fermentacion microbiana de la fibra
alimentaria por parte de la microbiota intestinal. Estos comprenden un subgrupo de AG

constituidos por cadenas carbonadas de menos de seis atomos de carbono, siendo los

102



CAPITULO 1. INTRODUCCION

mas abundantes el acetato, el propionato y el butirato (264). Los SCFA se unen a
receptores acoplados a proteina G (GPCR), también llamados receptores de &cidos
grasos libres (FFAR), los cuédles se expresan en células L del intestino distal y colon.
Entre estos ligandos, destacan: GPR41 (FFAR3) expresado predominantemente en
células L del intestino distal y activado principalmente por la union de butirato y
propionato; y GPR43 (FFAR2) en el caso de las células L del colon que se activa
fundamentalmente por propionato y acetato (265—-267)

La union de los SCFA a sus receptores estimula la secrecién de GLP-1 por las células
L enteroendocrinas del ileon y el colon vy, al parecer, la liberacién de insulina por las
células beta pancreaticas (268). Esto explicaria el incremento de los niveles de esta
incretina tras la nutricion con fibra dietética suplementaria. En este sentido, la activacién
del receptor GRP41 y GRP43, también estimula la liberacion de PPY (269). Por tanto,
un mecanismo responsable de la liberacion de enterohormonas en el ileon seria la
activacion de las células L a través de los SCFA mediada por diferentes dietas ricas en
fibra y procedimientos de CM que modulan la composicién de la microbiota intestinal.
Siendo este un campo importante para su estudio, pero poco abordado hasta la
actualidad (270,271).
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Figura 37. Efecto del butirato (SCFA) en el metabolismo glucolipidico al
incrementar los niveles de GLP-1 y PYY mediante la activacién de receptores
especificos GPR41 y GPR43 en ileon y colon (Liu H, Wang J, He T, Becker S,
Zhang G, Li D, et al. Butyrate: A Double-Edged Sword for Health? Adv Nutr
[Internet]. 2018 Jan 1;9(1):21-9. Disponible en:
https://academic.oup.com/advances/article/9/1/21/4849000).

Por todo lo descrito nos encontramos un complejo escenario a la hora de abordar los
cambios fisiopatoldgicos que subyacen a la mejora de la DMT2 tras la CB/CM dentro
del marco que constituye el eje entero-insular. Parece clara la intervencién de las
llamadas incretinas. No obstante, los mecanismos que desencadenan la modificacion

de la expresion y niveles de estas se nos antojan confusos todavia.

En esta linea y con este trabajo intentaremos arrojar luz sobre la importancia de los
reordenamientos anatomicos derivados de la CB/CM en relacién al transito intestinal y
su influencia sobre los cambios en los patrones de expresion y secrecion de algunas de
esas incretinas. Utilizando como base un modelo de roedor sano como la rata Wistar,
sometido a una cirugia metabdlica experimental que comprende una transposicion ileal
preduodenal (PDIT).

104


https://academic.oup.com/advances/article/9/1/21/4849000

CAPITULO 2. HIPOTESIS DE
TRABAJO

105



106



CAPITULO 2. HIPOTESIS DE TRABAJO

1. HIPOTESIS CONCEPTUAL

La accién mecanica del transito temprano del alimento por el segmento ileal transpuesto
a nivel preduodenal derivada de nuestra técnica quirdrgica experimental (PDIT) en un
modelo de roedor sano, como la rata Wistar, es capaz de modificar la secrecion de
enterohormonas asociadas a dicho segmento intestinal: Glucagon Like Peptide-1 (GLP-
1) y Peptide Tyrosine-Tyrosine (PYY). Asi como las interacciones de estas con otras
incretinas, propias de otros segmentos del tubo digestivo tales como Gastric Inhibitory
Polipeptide (GIP.)

2. HIPOTESIS OPERATIVAS

A. En nuestro modelo PIDT la intensidad y patrén de secrecion de
enterohormonas ileales GLP-1 y PYY es inversamente proporcional al grado
de digestion del alimento y al tiempo transcurrido desde su ingesta hasta la

llegada al mismo.

B. Las variaciones en la secrecion de las enterohormonas GLP-1 y/o PYY son
capaces de afectar a la expresion y secrecion de otras enterohormonas tales

como GIP en el tubo digestivo de nuestro modelo.
C. Las modificaciones en la expresion y secrecion de GLP-1 y/o PYY en nuestro

modelo PDIT son capaces de influir directa o indirectamente en la

homeostasis del metabolismo de los hidratos de carbono.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios fenotipicos, secretores e histoldgicos en los tejidos afectados por
nuestro modelo quirdrgico de transposicion ileal preduodenal (PDIT), asi como la
repercusion de estos en la regulacién de otras enterohormonas, tales como GIP, dentro
del marco del metabolismo hidrocarbonado en un modelo de roedor sano como la Rata
Wistar.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Comprobar la adaptacion fisiopatolégica experimentada tras la cirugia
cuantificando la ganancia ponderal y la glucemia basal, asi como la capacidad
de respuesta adaptativa en el metabolismo hidrocarbonado de los animales a
estudio a través de la realizacidon de pruebas funcionales tales como el Test
de Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG).

B. Determinar los niveles plasmaticos y patrones de secrecion de las
enterohormonas GLP-1, PYY y GIP en los animales sometidos a PDIT y sus

respectivos controles.

C. Establecer mediante técnicas inmunohistoquimicas la expresién tisular de
GLP-1, PYY y GIP en duodeno, yeyuno e ileon en animales sometidos a PDIT

y controles tras el sacrificio de los mismos.

D. Valorar la interrelacion existente entre las distintas enterohormonas
cuantificadas en las distintas zonas del intestino delgado y las posibles
modificaciones en sus perfiles de secrecién con los cambios fenotipicos
observados y la influencia de estas incretinas estudiadas en la regulacién

enteroendocrina del metabolismo de los hidratos de carbono.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El estudio fue llevado a cabo en ratas Wistar, machos sanos, que presentaban entre
doce y catorce semanas de vida y un peso aproximado de 250-300 gramos (gr). Los
animales fueron suministrados por la Universidad de Cadiz por medio del Servicio de

Experimentacion y Produccion Animal (SEPA).

Cada procedimiento con animales se efectud con la aprobacién del Comité para el Uso
Etico y el Cuidado de Animales de Experimentacion de la Universidad de Cadiz. Dichos
procedimientos se ejecutaron segun lo dispuesto en la normativa legal vigente vy,
concretamente, al Real Decreto 1201/2005 de acuerdo a lo referente a la proteccién de

los animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos.

La estabulacion, procedimientos quirdrgicos, realizacion de protocolos y estudios de
campo fueron llevados a cabo en el Animalario de la Universidad de Cadiz y en el
Departamento de Anatomia y Embriologia de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Céadiz.
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CAPITULO 4. MATERIAL Y METODOS

2.1.Relacion de elementos utilizados en las cirugias

2.1.1. Tiempos Pre, Intra y Postquirurgicos

Material

Marca Comercial

Descripcion

Isoflorano

Forane® Abbot Park, Illinois, USA

Gas isoflorano solucion 100 ml.

Sutura quirdrgica

Vicryl® - PDS II® Ethicon
Johnson&Johnson Medical Devices
Companies

Sutura multifilamento y
monofilamento de diametros
diversos

Instrumental
quirargico

Portas, pinzas, tijerasy
mosquitos no fungibles.

Gasas quirurgicas

Texpla® Textil Planas Oliveras S.A.
Barcelona, Espaiia

Gasas estériles 7,5x7,5 cm.

Alcohol sanitiario

Cinfa® Pamplona, Espafia

Alcohol 989C antiséptico
solucién cutdnea 500 ml

Suero fisioldgico

Braun® B. Braun Medical S.A.
Barcelona, Espafia.

Solucién NaCl 0,9 % 10 ml
disolvente uso parenteral.

Glucocard G-Meter 1810°.

Medidor glucemia plasmatica

Glucometro L .
Menarini diagnostics, Italy mg/dl.
3 Ohaus serie Pioneer®. Modelo PA , L
Bascula Bascula de precision.
3102
Dalsy® Mylan IRE Healthcare Analgésico antiinflamatorio
Ibuprofeno o , .
Limited, Dublin, Ireland suspension oral 20 mg/ml.
Suplemento Resource® Protein, Nestle Health ) ) )
L. . Batido hiperproteico 200 ml.
nutricional Care Lausanne, Switzerland

2.2.Relacion de elementos utilizados en las pruebas funcionales

2.2.1. Glucemia Basal

Material

Marca Comercial

Descripcion
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; Glucocard G-Meter 1810°® Medidor glucemia plasmatica
Glucometro o .
Menarini Diagnostics, Italy mg/dl.
Menalancet Pro 23G® Menarini . " ., .
Lanceta ) i Dispositivo de puncidn estéril.
Diagnostics, Italy.
2.2.2. TTOG
Material Marca Comercial Descripcion
Glucosa Glucocemin® B. Braun Medical S.A.

monohidrato

Barcelona, Espana.

Solucion de D-glucosa 20% P/V

(2 g/kg).
) Glucocard G-Meter 1810°. Medidor glucemia plasmatica
Glucémetro L .
Menarini diagnostics, Italy mg/dl.
Hoja bisturi

Braun® B. Braun Medical S.A.
Barcelona, Espafiia.

Hoja metalica N2 11.

2.3.Relacion de elementos utilizados en el estudio hormonal sérico

2.3.1. Determinacién hormonal (GLP-1, PYY y GIP) en plasma sanguineo

Material

Marca Comercial

Descripcion

Kit ELISA GLP-1 /
GIP

ELISA®, Cloud-Clone-Corp, USA.

Técnica Enzyme-Linked
Inmunosorbent asSAy.

Kit ELISA PYY

ELISA®, ALPCO Diagnostics, Salem,
NH.

Técnica Enzyme-Linked
Inmunosorbent asSAy.

Tubo EDTA

BD Vacutainer®. Becton
Dikckinson&Company. Madrid,
Espafia

Tubo de plastico con Acido
Etilen Diamino Tetracético

Inhibidor DPP4

DDP4 inhibitor Abcam
ab141724,Cambridge, CB4 OFL UK.

Inhibidor enzima dipeptidil
peptidasa-4.

Hoja bisturi

Braun® B. Braun Medical S.A.

Barcelona, Espafia.

Hoja metdlica N2 11.

117




CAPITULO 4. MATERIAL Y METODOS

2.4.Relacion de elementos utilizados en el estudio histofisiolégico

2.4.1. Fijacion de Tejidos

Material Marca Comercial Descripcion

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich Co, St

Trinitrofenol : Acido picrico.
Louis, MO, USA
Formalina Histofix®, Panreac Quimica SLU, Solucion de formaldehido 3,7-
Barcelona, Espaia. 4%.
Parafina Histoplast® Sintético, Thermo i » )
) Parafina punto de fusién media.
Fisher Ltd, Loughborough, UK.
ReagentPlus® Ethanol, Sigma- Hidratacion alcohdlica
Etanol gradado ] ] ) )
Aldrich Co, St Louis, MO, USA decreciente (Xilol - 709).
Tampon Fosfato Salino pH 7,2-7,4 . »
PBS Disolucion de lavado.
1X.
Bomba Perfusion . Perfusion continua durante
Niki V4®, Everest Tecnovet. o
sacrificio.
Heparina Bajo ) . . o .,
Clexane® 4000 Ul, Sanofi-Aventis Enoxaparina sédica solucion
Peso Molecular . _
S.A, Barcelona, Espaiia. inyectable

(HBPM)

2.4.2. Estudio de los Cambios Histomorfométricos en el Intestino Delgado

Material Marca Comercial Descripcion

Hematoxilina de Biopack® Biopack S.A. Buenos Aires ) o
Reactivo de tincion nuclear.

Harris 4562, Argentina.
Eosina Biopack® Biopack S.A. Buenos Aires Reactivo de tincion
4562, Argentina. citoplasmatica.
Entellan® Merck-Milipore, KGaA, ) )
Entellan Medio de montaje.

Darmstad, Germany.
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2.4.3. Estudio de la Expresion de GLP-1 en el Intestino Delgado

Material Marca Comercial Descripcion
Anticuerpo 1:200 rabbit Abcam ab22625, Anticuerpo IgG policlonal anti-

primario Cambridge, CB4 OFL UK. GLP-1 de conejo.
Anticuerpo 1:200 Alexa 488 anti-rabbit Anticuerpo anti-lgG de conejo
secundario Molecular Probes Eugene, OR, USA | conjugado fluoréforo Alexa 488.

Triton X-100

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA.

Surfactante polioxietilénico
0,01% P/V.

STF

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA.

Suero bovino fetal 5% V/V.

PBS

Tampodn Fosfato Salino pH 7,2-7,4
1X.

Solucién de cloruro sédico y
fosfato sédico diluida en agua.

ReTriever

Tampodn Citrato pH 5,6

Solucién de acido citrico y
citrato sddico diluida en agua.

DAPI

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA

4 ,6-diamidino-2-fenilindol.

2.4.4. Estudio de la Expresion de PYY en el Intestino Delgado

Material Marca Comercial Descripcion
Anticuerpo 1:200 rabbit Abcam ab22663, Anticuerpo IgG policlonal anti-

primario Cambridge, CB4 OFL UK. PYY de conejo.
Anticuerpo 1:200 Alexa 488 anti-rabbit Anticuerpo anti-lgG de conejo
secundario Molecular Probes Eugene, OR, USA | conjugado fluoréforo Alexa 488

Triton X-100

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA.

Surfactante polioxietilénico
0,01% P/V.

STF

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA.

Suero bovino fetal 5% V/V.

PBS

Tampdn Fosfato Salino pH 7,2-7,4
1X.

Solucion de cloruro sédico y
fosfato sédico diluida en agua.

ReTriever

Tampon Citrato pH 5,6

Solucién de acido citrico y
citrato sodico diluida en agua.

DAPI

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA

4 ,6-diamidino-2-fenilindol.
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2.4.5. Estudio de la Expresion de GIP en el Intestino Delgado

Material

Marca Comercial

Descripcion

Anticuerpo
primario

1:200 rabbit Abcam ab202792,
Cambridge, CB4 OFL UK.

Anticuerpo IgG policlonal anti-
GIP de conejo.

Anticuerpo
secundario

1:200 Alexa 488 anti-rabbit
Molecular Probes Eugene, OR, USA

Anticuerpo anti-IgG de conejo
conjugado fluoréforo Alexa 488.

Triton X-100

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA.

Surfactante polioxietilénico
0,01% P/V.

STF

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA.

Suero bovino fetal 5% V/V.

PBS

Tampodn Fosfato Salino pH 7,2-7,4
1X.

Solucién de cloruro sédico y
fosfato sédico diluida en agua.

ReTriever

Tampodn Citrato pH 5,6

Solucién de acido citrico y
citrato sddico diluida en agua.

DAPI

ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA

4 ,6-diamidino-2-fenilindol.

120




CAPITULO 4. MATERIAL Y METODOS

3. METODOS

3.1.Grupos experimentales

Se conformaron dos grupos experimentales de ratas macho, para evitar asi las
variaciones ciclicas hormonales sobre el metabolismo glucidico. Un total de treinta
(n=30) animales se dividieron en dos grupos de quince (n=15) ratas. La disposicion de

cada uno de los animales en uno u otro grupo se realizé al azar.

Los dos grupos establecidos fueron los siguientes:

- Grupo quirargico: cirugia de transposicion ileal preduodenal (PDIT).

- Grupo control: cirugia Sham (S).

Durante todo el periodo pre, intra y postoperatorio del estudio, ambos grupos fueron
sometidos a las mismas condiciones ambientales. Se estabularon acorde a su ritmo
circadiano, condicionado por un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas a una temperatura y
humedad constantes en jaulas especificas con no mas de tres ratas por jaula. Se
redujeron los posibles focos de estrés externo, limitando la manipulacién de los animales
a la menor y estrictamente necesaria. Se proporcioné una dieta a base de pienso
estandar y agua en un régimen preestablecido “ad libitum”. Asi mismo, todos los
animales sin excepcion fueron sometidos a 12 horas de ayuno pre-quirurgico de ingesta

a solidos.

El periodo post-operatorio se realizd en jaulas independientes para cada animal. Las
primeras doces horas tras la cirugia se administré un preparado de ibuprofeno (Dalsy®)
en 500 ml de agua. Pasado este tiempo, se proporciono una dieta liquida hiperproteica
(Resource® protein al 25%) que se mantuvo durante las primeras 48 horas post-

operatorias, hasta progresar a una dieta estandar sélida.
Realizada la correspondiente intervencion quirdrgica, el periodo de supervivencia de

ambos grupos fue de ocho semanas, procediéndose al sacrificio de los animales para

posterior estudio histopatoldgico.
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Durante el tiempo de supervivencia de los animales operados se llevaron a cabo
distintas pruebas funcionales. Entre ellas, se procedié a test de tolerancia a la
sobrecarga oral de glucosa (TTOG) asi como estudio del incremento ponderal y la

glucemia basal (Figura 38).

l SEMANA l
} }
0

L] ] ] : L] ] L _>
42 ga
Estudio
Grupos de Diario (Dias 0 a 21) Semanal (Semanas 42 y 82) Histomorfométrico
estudio * Incremento Peso + Test de Tolerancia a la * Longitud Vellosidades
n=15 Sobrecarga Oral de Glucosa |« profundidad Criptas

= Transposicion lleal
Preduodenal (PDIT)

Semanal (Semanas 0 a 52)

¢ Glucemia Basal

(TTOG)
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Figura 38. Representacion esquemadtica de la secuencia temporal del modelo
experimental. Sinopsis de los diferentes pasos que componen la linea de
investigacion: disefio de los grupos de estudio y tipos de cirugia experimental,
desarrollo de las pruebas funcionales y configuracion del estudio histolégico del

intestino delgado.

3.2. Anestesia y Técnicas Quiruargicas

La intervencién quirurgica se llevo a cabo reproduciendo lo mas fielmente posible las
condiciones externas e internas habituales en la practica quirdrgica, en una misma sala
de quirdfano y por el mismo personal quirdrgico, bajo 6ptimas condiciones de asepsia.
Con el fin de evitar un posible estado hipotérmico durante la cirugia tras la apertura de
la cavidad abdominal, se proporcioné una fuente de calor mediante manta térmica sobre

la mesa de operaciones, bajo la rata posicionada en decubito supino.
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Independientemente del grupo asignado a cada animal, el procedimiento quirdrgico se
realizé tras anestesia con gas isofluorano. La induccion anestésica se efectud bajo
campana extractora mediante una gasa impregnada en isofluorano introducida junto con
la rata en un recipiente herméticamente sellado. El mantenimiento anestésico se llevo a
cabo administrando una ventilacion continua de isofluorano mediante bomba conectada
a una mascarilla que englobaba la boca y el hocico del roedor. El ritmo de ventilacion

estimado fue del 1 al 3%, en funcion del tiempo necesario para el proceder quirurgico.

3.2.1. Grupo Quirargico PDIT

En este grupo, una vez realizada la anestesia, el animal se colocé en posicion de
decubito supino y se aplicd sobre la piel, sin rasurar, una solucion antiséptica de
clorhexidina topica y la colocacion de un campo estéril. La técnica quirurgica se llevé a

cabo mediante una laparotomia bisubcostal de unos 4 cm (Figura 39A).

Una vez en cavidad abdominal, mediante pinzas atraumaticas se realizé la evisceracion
completa del intestino delgado y el colon. Seguidamente, y tras la liberacion del omento
menor, se liberd el estbmago para una completa y mejor exposicion técnica en el campo
quirurgico (Figura 39B). Mediante una cinta métrica estéril, se midieron los ultimos diez
centimetros (cm) del ileon terminal (Figura 40). Se procedié a la seccién ileal mediante
una enterotomia transversal total a un centimetro de la valvula ileocecal hasta completar
los 10 cm, con preservacion del suministro vascular correspondiente (Figura 41Ay 42).
A continuacion, se llevo a cabo la unién entre el yeyuno y el ileon, configurandose una
anastomosis yeyuno-ileal termino-terminal a un centimetro de la valvula ileocecal,
utilizando una sutura con puntos simples con monofilamento reabsorbible 00000 (PDS
[I® 5/0) (Figura 41B). Seguidamente, se realizé una duodenotomia transversal completa
a nivel postpildrico (Figura 42 y 43A). La duodenorrafia del mufidon proximal se configuro
mediante sutura continua con monofilamento reabsorbible 00000 (PDS II® 5/0) (Figura
43B).

El siguiente paso tras la anastomosis yeyuno-ileal, consisti6 en la interposicion
preduodenal del segmento de ileon terminal tras la union del mismo a duodeno y
estomago (Figura 44). El mufidn distal del ileon se anastomoso con el mufidon duodenal
distal mediante una anastomosis ileo-duodenal antecolica termino-terminal con puntos
entrecortados de la misma sutura (PDS II® 5/0) (Figura 45). El mufién ileal proximal se

anastomoso, previa gastrotomia a nivel de la cara posterior de la curvatura mayor,
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mediante sutura continua con monofilamento reabsorbible 00000 (PDS I[I® 5/0),

confeccionando una anastomosis gastro-ileal latero-lateral (Figura 46).

Para terminar el procedimiento una vez completada la reconstruccion gastrointestinal
(Figura 47A), se llevo a cabo la reintroduccion de la totalidad del paquete intestinal en
la cavidad abdominal, junto con hidratacion intraperitoneal y administracion de suero
fisioldgico isotonico a 36 °C. El cierre de la pared abdominal se realizé6 mediante sutura
continua multifilamento absorbible 000 (Vicryl® 3/0) en monobloque incluido el plano
cutaneo (Figura 47B). Previo al cierre de la pared abdominal, se efectué una infiltracién
anestésica de la misma mediante 5 centimetros cubicos de mepivacaina al 2% diluida

en suero isotonico.

Figura 39. A.- Laparotomia bisubcostal de 4 centimetros. B.- Evisceracion y

exposicion visceral tras apertura de la transcavidad de los epiplones.
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Figura 40. Identificacion de los ultimos diez centimetros del ileon terminal
(Representaciéon esquematica).

A
T
T

Figura 41. A.- Confeccién de segmento de ileon terminal con preservacion
vascular (circulo azul) mediante seccion transversa ileal a un centimetro de la
valvula ileocecal (flecha amarilla) previa enterotomia proximal a diez centimetros

B.- Anastomosis yeyuno-ileal termino-terminal (flecha y circulo verde).
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Figura 42. Reseccién del segmento ileal con preservaciéon del ultimo centimetro
del ileon terminal adyacente a la valvula ileocecal. Seccion transversal del

duodeno a nivel postpilérico (Representaciéon esquematica).

Figura 43. A.- Seccion duodenal transversal total distal al piloro (flecha amarilla).

B.- Cierre de munén duodenal proximal (flecha azul).

126



CAPITULO 4. MATERIAL Y METODOS

Figura 44. Transposicion del segmento ileal a nivel preduodenal y restauracion
del transito gastrointestinal mediante confeccion de tres anastomosis: gastro-

ileal, ileo-duodenal y yeyuno-ileal (Representacion esquematica).

Figura 45. A.- Conformacion de la anastomosis ileo-duodenal (flecha y cuadrado
verde). B.- Resultado final de la anastomosis ileo-duodenal antecdlica (flecha y

circulo azul).
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Figura 46. A.- Confeccion de la anastomosis gastro-ileal (flecha y rectangulo

verde). B.- Resultado final de la anastomosis (flecha y circulo azul).

Figura 47. A.- Reconstruccion del transito gastrointestinal mediante confeccion
de las distintas anastomosis: gastro-ileal (flecha y circulo azul); ileo-duodenal
(flecha y circulo verde); y yeyuno-ileal (flecha y circulo amarillo). B.- Cierre de la

pared abdominal previa hidratacién intraperitoneal.
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3.2.2. Grupo Control

En este grupo se mantuvo la integridad del tracto gastrointestinal, reproduciendo
unicamente el estrés quirurgico sobre el tracto digestivo asociado al procedimiento en
si. Los pasos preoperatorios, incluida la técnica anestésica, fueron idénticos a los

reproducidos en el grupo control quirdrgico (PDIT).

Tras la aplicacion de clorhexidina topica sobre la pared abdominal, se procedio a realizar
una laparotomia media (2-3 cms) en tercio medio (Figura 48A), seguida de la
evisceracion de todas las asas intestinales para su completa exposicion (Figura 48B).
Tras este paso, y utilizando una cinta métrica, se midié en centimetros (cm) la distancia
comprendida desde el angulo de Treitz hasta la valvula ileocecal (Figura 49A). A
continuacion, se efectué una enterotomia transversal completa del intestino delgado, a
una distancia de 10 cm de la vavula ileo-cecal, sin reseccion intestinal asociada (Figura
49B). Posteriormente se procedié a efectuar una anastomosis termino-terminal del
extremo proximal y distal de la enterotomia mediante sutura con puntos entrecortados
de monofilamento absorbible 00000 (PDS II® 5/0) (Figura ).

Por ultimo y de forma idéntica al grupo quirdrgico, se reintrodujeron las asas intestinales
en la cavidad abdominal y se administraron en dicha cavidad 10 cc de solucion salina
fisioldgica a 36 °C. El cierre laparotémico, de igual forma al grupo anterior, fue con sutura
continua multifilamento absorbible 000 (Vicryl® 3/0) en un unico plano, incluida la piel,

tras la infiltracién anestésica.
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Figura 48. A.- Incision abdominal en linea media (2-3 centimetros). B.-

Evisceracion de todo el paquete intestinal.

Figura 49. A.- Medicion de los ultimos 10 centimetros de ileon (representacioén

esquematica). B.- Seccidn transversal intestinal completa (flecha y circulo azul).
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Sham

Figura 50. A.- Enterorrafia intestinal con puntos sueltos (flecha y circulo verde).
B.- Resultado final de Ila anastomosis sin reseccion intestinal asociada

(representacién esquematica).

3.3.Pruebas Funcionales

3.3.1. Incremento de Peso

La tasa de ganancia ponderal fue diaria durante las tres primeras semanas tras la
intervencion quirargica. Para determinar el incremento ponderal se cuantifico el peso del
animal mediante el empleo de una bascula y una jaula vacia. La cuantificacién del peso
se determind una vez establecida la tara de la jaula previa a la pesada del animal. Este

parametro se midié en g + Error Estandar de la Media (EEM).

3.3.2. Glucemia Basal

La medicion de la glucemia basal se realizé de forma semanal hasta la quinta semana
tras la cirugia. Las glucemias se midieron utilizando un glucoémetro Glucocard G-meter
1810 (Menarini Diagnostics, Italia) y tiras reactivas calibradas especificas a partir de la
sangre obtenida mediante puncion en la cola con lanceta estéril. Los resultados se

expresaron en mg/dl + EEM.
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3.3.3. Test de Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG)

A la cuarta y a la octava semana de la intervencion, ambos grupos de ratas fueron
sometidos a un test de tolerancia a la sobrecarga oral a la glucosa (TTOG) después de
un ayuno de 12 horas. Se administrd, mediante una sonda orofaringea de nelaton, una
solucion de glucosa monohidrato del 20% P/V (2 g/kg), con medicion de la glucemia a
los 0, 30, 60, 90 y 120 minutos mediante un glucémetro Glucocard (Menarini
Diagnostics). Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncion de la cola del
animal con lanceta estéril. Los resultados de las curvas glucémicas se expresaron en
mg/dl + EEM. Mientras que los resultados del Area Bajo la Curva (AUC) se calcularon

por la regla de los trapecios expresandose como mg/dl. min-1 + EEM.

3.4.Estudio Hormonal Plasmatico (GLP-1, PYY y GIP)

Los niveles plasmaticos de las distintas enterohormonas se determinaron mediante
técnica ELISA cuatro semanas después de la intervencion quirdrgica. Las muestras
sanguineas obtenidas de la cola de cada uno de los animales se afiadieron a los tubos
EDTA, que incluian un inhibidor de la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP4) a razén de
10 pl/ml de sangre, alos 0 y a los 15 minutos de la TTOG. Y se centrifugaron en frio (4

°C) a 4000 rpm durante 15 minutos.

La cuantificacion de GLP-1y GIP se llevd a cabo mediante kit ELISA (Cloud-Clone-Corp,
USA). La determinacién de PYY se evalué mediante kit ELISA (ALPCO, Diagnostics,
Salem, NH).

3.5. Sacrificio y preparacion de las muestras

El sacrificio de los animales de ambos grupos, control y quirargico, tuvo lugar a las ocho
semanas de la intervencion quirurgica. De acuerdo con la normativa legal vigente (Real
Decreto 1201/2005, sobre Proteccion de los Animales Utilizados para Experimentacién
y otros Fines Cientificos), el primer paso consistié en la sedacion controlada del animal

previa al sacrificio.

Inmediatamente después, mediante laparotomia en cruz y toracotomia paraesternal

bilateral para permitir una completa exposicion cardiaca, se administraron 3 Ul de
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heparina en el ventriculo izquierdo a fin de evitar la coagulacion intravascular. También
a traves del ventriculo izquierdo, se introdujo un catéter de 14 French hasta alcanzar la
aorta ascendente. Culminado este paso, a través de este catéter y mediante bomba de
perfusion, se administraron 100 ml de PBS para eliminacion de restos sanguineos vy,
seguidamente, para poder prefijar los tejidos a extraer, se perfundieron 200ml de
solucion de Bouin con un contenido del 75% de acido picrico al 1% V/V'y al 37% P/V de

paraformaldehido.

Tras la prefijacion descrita, se procedio a la extraccion de los diferentes segmentos del
tubo digestivo: duodeno, yeyuno e ileon. A continuacion, se llevo a cabo la fijacion de
los tejidos. Este paso se realizé mediante inmersion en solucién de Bouin a 4 °C durante
24 horas. Una vez completada la fijacién de las muestras, se dispuso la deshidrataciéon

de las mismas en alcoholes de graduacion creciente hasta alcohol absoluto y Xilol.

Finalmente, las muestras con los distintos tejidos fueron incluidas en bloques
independientes de parafina a 57°C para su corte posterior mediante microtomo en
secciones de 8-10 micras. Con el fin de evitar el sesgo del observador, los distintos

blogues se clasificaron numéricamente sin conocimiento previo del grupo asignado.

3.6. Determinaciones histologicas

Completado el sacrificio de los animales de ambos grupos de estudio, los diferentes
cortes de tejido procedentes de los tres segmentos de intestino delgado fueron utilizados
para las oportunas determinaciones histopatolégicas mediante estudio histomorfoldgico

e inmunohistoquimico.

3.6.1. Técnicas histomorfométricas

3.6.1.1. Estudio de los cambios estructurales en la arquitectura

intestinal

Los cortes de tejido, una vez desparafinados e hidratados en soluciones decrecientes
de alcoholes, fueron tefidos por inmersion durante 30 segundos en una solucién de
hematoxilina de Harris (Biopack, Buenos Aires 4562, Argentina). Posteriormente, las

muestras se fijaron mediante inmersién en agua con bicarbonato célcico a saturacion y
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tras lavados con agua destilada, se realizé una nueva tinciéon con eosina (Biopack,
Buenos Aires 4562, Argentina) también mediante inmersion durante 20 segundos.
Finalmente, se procedié al lavado, deshidratado y montaje final de las muestras con

medio de montaje Entellan (Merck-Milipore, KGaA, Darmstad, Germany).

Sobre las muestras asi tratadas se valor6 tanto la longitud de las vellosidades como la

profundidad de las criptas en los distintos segmentos de intestino delgado a estudio.

3.6.1.2. Examen y andlisis de las muestras

Los parametros analizados en las muestras obtenidas se examinaron con ayuda del
programa Cell-D® de tratamiento de imagenes asociado a un microscopio de
fluorescencia equipado a una camara digital Olympus DP71. Se analizaron 6 cuadrantes
aleatorios en cada segmento de intestino delgado a estudio, expresandose los valores

obtenidos en micras (um).

3.6.2. Técnicas inmunohistoquimicas

Tras un proceso de desparafinado y rehidratacién en alcoholes decrecientes desde Xilol
hasta alcohol 70° y PBS durante 30 minutos, tuvo lugar una incubacion con anticuerpos
especificos que a continuacion describimos para cada una de las enterohormonas

objeto de estudio.

3.6.2.1. Estudio de la expresiéon de GLP-1 en el duodeno, yeyuno e

ileon

Completada la hidratacién de las muestras se procedié a desenmascarar los epitopos
proteicos de los antigenos a 90°C en tampodn citrato con pH 5,6 durante 15 minutos. Se
permeabilizd la membrana celular utilizando triton X-100 al 0,01% P/V durante 10
minutos a temperatura ambiente y se realizd un bloqueo antigénico con suero bovino
fetal (STF) al 5% V/V también durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se incubd la muestra con un anticuerpo monoclonal de conejo anti GLP-
1 (Abcam, Cambridge, CB4 OFL UK) a una concentracién 1/200 incubado durante un
periodo de 24 horas a 4°C. Seguidamente, tras lavar las muestras, se procedié a

revelarlas con un anticuerpo secundario anti IgG de conejo conjugado con fluoréforo
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Alexa 488 (Molecular Probes Eugene, OR, USA) incubando la muestra a una
concentracion 1/200 durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, los nucleos
celulares fueron contratefiidos con 4 - 6 Diamino fenil indol- DAPI (Sigma-Aldrich St
Louis, MO, USA) 1:1000 y montadas con medio de montaje DABCO para ayudar a

preservar la fluorescencia.

3.6.2.2. Estudio de la expresion de PYY en el duodeno, yeyuno e ileon

En los cortes de intestino delgado obtenidos buscamos también la existencia de células

con expresioén positiva para la enterohormona PYY en cada uno de los grupos.

En este caso, partiendo de nuevo de muestras desparafinadas y rehidratadas segun el
procedimiento descrito, utilizamos un anticuerpo policlonal de conejo anti PYY (Abcam,
Cambridge, CB4 OFL UK) a una concentracién 1/200 incubado durante un periodo de
24 horas a 4°C. Utilizando nuevamente para el revelado un anticuerpo anti lgG de conejo
conjugado con fluoréforo Alexa 488 (Molecular Probes Eugene, OR, USA),
contratifiendo los nucleos celulares con DAPI (Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) y

montando el conjunto con medio DABCO.

3.6.2.3. Estudio de la expresion de GIP en el duodeno, yeyuno e ileon

Del mismo modo que en el caso de GLP-1 y PYY, se analizé la existencia y abundancia
en su caso, de células con marcaje positivas para GIP en los tres segmentos intestinales
objeto de estudio en cada uno de los grupos. Los pasos fueron idénticos hasta la
incubacién con los anticuerpos primarios. En cuyo caso se utilizé un anticuerpo
policlonal de conejo anti GIP (Abcam, Cambridge, CB4 OFL UK) a una concentracion
1/200 incubandolo durante 24 horas a 4°C. El procedimiento de revelado se llevé a cabo
utilizando anticuerpos anti IgG de conejo conjugados con el fluoréforo Alexa 488®
(Molecular Probes Eugene, OR, USA). Finalmente, como contratinciéon los nucleos
celulares fueron tefidos de nuevo con DAPI (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y las

muestras en los portaobjetos montadas con medio de montaje DABCO.
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3.6.2.4. Examen y analisis de las muestras

Los distintos parametros examinados tras el procesamiento de las muestras se
analizaron con un microscopio optico (Olympus DP71) asociado al software para
tratamiento de imagenes Cell-D®. Valorandose 6 cuadrantes al azar en cada seccion
correspondiente a cada tramo intestinal estudiado. Los resultados obtenidos se
expresaron como numero de células GLP-1, PYY o GIP positivas por area de superficie

de intestino medida en mm?Z.

3.7.Estudio estadistico

Dentro de este estudio experimental aleatorio con grupos control (Sham) y problema
(PDIT), las variables numéricas obtenidas tras las mediciones de los distintos
parametros a analizar se expresaron como valores medios £ EEM. Previo al estudio de
las diferencias entre ambos grupos se analizé la distribucion de las variables mediante
el test Kolmogorov-Smirnoff. Posteriormente se aplicd el test para muestras no
paramétricas  U-Mann-Wittney, considerandose diferencias estadisticamente

significativas aquellas con p<0,05 (*) o p<0,01 (**).
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1. EVOLUCION DEL PESO TRAS LA CIRUGIA

Como podemos observar en la figura 51, durante los veintiiin dias posteriores a la
realizacion de las intervenciones quirdrgicas se monitorizaron los incrementos de peso
en los dos grupos de animales Sham y PDIT al objeto de determinar el efecto de la
transposicion ileal sobre la ganancia de peso de los animales. Si bien, en todo momento
la linea indicativa de la ganancia media ponderal en el grupo PDTI (linea roja) se
mantuvo en valores inferiores a los correspondientes al grupo Sham (linea azul), en

ningun caso se determinaron diferencias estadisticamente significativas para P<0,05.

-©-SHAM -4—PDIT

Weight gain (grams)

Time (days)

Figura 51. Ganancia ponderal en los grupos Sham y PDIT en los 21 dias
posteriores a las cirugias. En el eje Y se representa la ganancia ponderal en
gramos. En el eje X el intervalo temporal correspondiente a 21 dias tras las
intervenciones. Linea azul representa valor medio = EEM del incremento ponderal
en el grupo Sham. Linea roja representa valor medio + EEM del incremento
ponderal en el grupo PDIT. La significacién estadistica se consider6 para valores

con diferencias para P<0,05 (#).
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2. EVALUACION DE LA HOMEOSTASIS DEL METABOLISMO GLUCIDICO

2.1.Monitorizaciéon de las glucemias basales tras la cirugia

Los valores glucémicos basales se midieron semanalmente en ambos grupos de
animales Sham y PDTI durante los 35 dias posteriores a la cirugia, al objeto de
determinar alguna posible incidencia importante de la transposicién ileal en el
metabolismo de los hidratos de carbono. Como la figura 52A muestra, en ningln caso
se hallaron diferencias significativas entre los valores de glucemia obtenidos para cada

grupo durante el tiempo a estudio.

2.2.Test de Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG)

Alas cuatro y a las ocho semanas de la intervencién quirurgica todos los animales fueron
sometidos a una prueba oral de tolerancia a la glucosa (TTOG) con el fin de analizar los
efectos de la interposicion ileal preduodenal en la tolerancia glucémica. Para ello se
determiné la glucemia a los 0, 15, 30, 60 y 120 minutos, realizandose el analisis

estadistico de los valores obtenidos mediante el AUC.

Las curvas obtenidas en la cuarta semana postoperatoria, y recogidas en la figura 52B,
fueron comparables entre ambos grupos en los distintos tiempos de medicion, salvo a
los 120 minutos de la sobrecarga donde el grupo PDIT si mostré una mejora significativa
de la tolerancia glucémica. No obstante, como se puede apreciar en la figura 52C, el
estudio estadistico del AUC de los TTOG no permitid6 objetivar diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos de animales PDIT y Sham. A las
ocho semanas, no se encontraron diferencias significativas ni en las curvas glucémicas

ni en el AUC como se refleja en las graficas 52D y 52E respectivamente.
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Figura 52. Evaluacion de la homeostasis de la glucosa. Figura 52A Monitorizacién
postquirdrgica de las glucemias basales. En la figura se representa en el eje Y los
niveles basales de glucemia expresados en miligramos (mg) de glucosa por
decilitros (dl) de plasma. En el eje X el intervalo de tiempo del estudio
correspondiente a 35 dias o 5 semanas. Los valores medios + EEM
correspondientes al grupo control Sham se expresan en las barras ralladas azules
mientras que los valores medios + EEM se expresan en barras ralladas rojas para

el grupo PDIT. Se consideraron diferencias significativas aquellas con P<0,05 (*)
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entre grupos. Figuras 52B y 52D Curvas de Tolerancia Oral ala Glucosaalas 4y
8 semanas postoperatorias respectivamente. En el eje Y se muestran los valores
plasméticos de glucosa expresados como valor medio + EEM en mg/dl. Y en el eje
Y intervalo temporal en minutos (0, 15, 30, 60y 120). Linearojarepresentaal grupo
PDIT y Linea azul representa al grupo Sham. Se consideraron diferencias
significativas aquellas con P<0,05 (#). Figuras 52C y 52E Area Bajo la Curva (AUC)
de TTOG a las 4 y 8 semanas postoperatorias respectivamente. En el eje Y se
representa AUC de glucosa en sangre expresada como valor medio + EEM en
mg/dl. min-1. En el eje X los grupos a estudio: PDTI con barraralladarojay Sham
con barra rallada azul. Se consideraron diferencias significativas para un valor
P<0,05 (*).

3. MEDICIONES HORMONALES EN PLASMA SANGUINEO

Al objeto de determinar posibles variaciones en los niveles de plasmaticos de las
principales enterohormonas secretadas por las porciones intestinales implicadas en el
estudio se procedio a realizar un test de sobrecarga oral con una medicion postprandial
a tiempo 0 y 15 minutos tras la ingesta de los niveles plasmaticos de GIP, GLP-1y PYY.

Como podemos observar en la figura 53A aparecié una disminucion significativa en el
patron de secrecion de GIP 15 minutos tras la SOG en los animales sometidos a PDIT
(linea roja) respecto a los animales Sham (linea roja) con P<0,05 (#). Como muestra la
figura 53B también aparecieron diferencias significativas con P<0,05(*) entre las AUC
descritas por dicha secrecion entre los animales PDIT (barra rallada roja) y Sham (barra

rallada azul).

En el caso de GLP-1 nuevamente aparecié un patron de secrecion postprandial
modificado como se aprecia en la figura 53C. Al contrario que en el caso anterior, los
niveles plasmaticos de GLP-1 en el grupo PDIT (linea roja) se presentaron
significativamente elevados a tiempo O respecto al control (linea azul) con p<0,05(#)
llevando a cabo un fuerte descenso a los quince minutos hasta equipararse a los niveles
plasmaticos existentes en los animales Sham. Esta diferencia inicial pese a equipararse
a los 15 minutos quedé reflejada en el AUC descrito por los dos grupos de animales
como un valor significativamente mayor para los animales PDIT (barra rallada roja) con

P<0,05 (*) como se aprecia en la figura 53D.
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Finalmente se explor6 el patron de secrecion de PYY en nuestros grupos
experimentales. Como muestran las figuras 53E y 53F ninguna diferencia significativa
pudo apreciarse en el patron de secrecién plasmatica ni en las AUCs descritas por cada
grupo.
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Figura 53. Mediciones hormonales. Figuras 53A, 53C y 53E Patrones de secrecion
postprandial de GIP, GLP-1y PYY respectivamente. En eje Y se representa niveles
plasmaticos de la hormona correspondiente expresados como valor medio + EEM
en pg/ml. En el eje Y intervalo de tiempo en minutos con dos puntos de medicion
T=0y T=15. Linea azul representa al grupo Sham y Linea roja representa al grupo
PDIT. Se consideraron diferencias significativas aquellas con P<0,05 (#). Figuras
53B, 53D y 53F representan areas bajo la curva (AUC) correspondientes a cada
patron de secrecion GIP, GLP-1 y PYY. En el eje Y se representa AUC de la
hormona correspondiente expresada como valor medio £ EEM en pg/ml. min-1. En
el eje X los grupos a estudio: Sham con barrarallada azul y PDTI con barra rallada

roja. Se consideraron diferencias significativas aquellas con P<0,05 (*).
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4. ESTUDIO HISTOMORFOMETRICO DEL INTESTINO DELGADO

Tras las determinaciones anteriores, se procedi6 a analizar los cambios
histomorfométricos en los distintos segmentos del intestino delgado, basdndonos en la
mediciobn de dos pardmetros indicativos de dichos cambios: la longitud de las
vellosidades intestinales y la profundidad de las criptas.

Como la figura 54A muestra, en el caso del segmento correspondiente al ileon
transpuesto en los animales problema o grupo PDIT, representados por la barra rallada
roja, se aprecié una significativa disminucién en la longitud de las vellosidades con
P<0,05(*) respecto a aquellas de los animales del grupo control o Sham, representados
por la barra rallada azul. En ningln otro segmento intestinal, yeyuno o duodeno, se
apreci6 diferencia estadisticamente significativa entre las longitudes de las vellosidades

de los animales problema y control como se aprecia en las figuras 54B y 54C.

El segundo parametro analizado, la profundidad de las criptas, también arrojé
diferencias significativas, P<0,05(*), entre el segmento correspondiente al ileon
transpuesto del grupo PDIT, representado con barra rallada roja y el correspondiente
del grupo Sham, representado con barra rallada azul, como muestra la figura 54D.
Objetivandose una menor profundidad de estas estructuras en el segmento traspuesto.
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Figura 54. Parametros histomorfométricos del intestino delgado. Figuras 54A, 54B
y 54C Longitud de las vellosidades en ileon, yeyuno y duodeno respectivamente.
En el eje Y serepresentalalongitud como valor medio + EEM expresado en micras
(um). En el eje X se representan los grupos a estudio (Sham) o control quirdrgico
con barra azul ralladay (PDIT) o problema con barraralladaroja. Figuras 54D, 54E
y 54F Profundidad de las criptas en ileon, yeyuno y duodeno respectivamente. En
el eje Y se representa la longitud como valor medio £+ EEM expresado en micras
(um) En el eje X se representan los grupos a estudio (Sham) o control quirdrgico
con barra azul rallada y (PDIT) o problema con barra rallada roja. Para ambos
parametros a estudio se consideraron diferencias significativas aquellas con
P<0,05(*).

Duodenum

Jejunum A

lleum

Panel fotografico 1. Microfotografias de vellosidades y criptas en distintos
segmentos del intestino delgado. Realizadas con objetivo (x20) sobre tinciones
de Hematoxilinay Eosina.
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5. ESTUDIO DE LA EXPRESION TISULAR DE ENTEROHOMONAS

Un punto muy importante de este estudio fue el analisis de la expresién de las distintas
enterohormonas estudiadas en los tres segmentos del intestino delgado. En concreto
se testo la expresion de GIP, GLP-1 y PYY en duodeno yeyuno e ileon mediante

técnicas inmunohistoquimicas. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 55.

En el caso de la expresion de GIP la figura 55A muestra una importante disminucién del
namero de células GIP+ en el segmento correspondiente al duodeno de los animales
del grupo PDIT, representados con barra rallada roja, en comparacién con los Sham o
control, representados con barra rallada azul, P<0,05(*). No obstante, esta situacion no
aparecié en los dos segmentos restantes yeyuno e ileon como se representa en las
figuras 55B y 55C.

El andlisis de la expresion tisular de GLP-1 recogido en las figuras 55D y 55F nos mostré
un incremento significativo del numero de células GLP-1 positivas, P<0,05 (*) tanto en
duodeno como en ileon de animales pertenecientes al grupo PDIT. Por el contrario, en
los segmentos correspondientes a yeyuno no se apreciaron diferencias en la expresion

de GLP-1 entre los grupos estudiados como se observa en la figura 55E.
La expresion tisular de PYY, al contrario que las anteriores no marco diferencia alguna

en ninguno de los segmentos intestinales analizados en los dos grupos de animales a

estudio tal y como se recoge en las figuras 55G, 55H y 55I.
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Figura 55. Expresion de enterohormonas en el intestino delgado. Figuras 55A, 55B
y 55C indican la expresion de GIP en duodeno, yeyuno e ileon respectivamente
como valor medio + EEM. En el eje Y se expresa el numero de células GIP
positivas/mmz2 de tejido en cada uno de los tres segmentos intestinales. En el eje
X se expresan los grupos a estudio: Sham o control quirargico (barrarallada azul)
y PDIT o problema (barra rallada roja). Figuras 54D, 54E y 54F indican la expresion
de GLP-1 en duodeno, yeyuno e ileon respectivamente como valor medio + EEM.
En el eje Y se expresa el numero de células GLP-1 positivas/mm2de tejido en cada
uno de los tres segmentos intestinales. En el eje X se expresan los grupos a
estudio: Sham o control quirdrgico (barra rallada azul) y PDIT o problema (barra
rallada roja). Figuras 54G, 54H y 54l indican la expresion de PYY en duodeno,
yeyuno e ileon respectivamente como valor medio £ EEM. En el eje Y se expresa
el numero de células PYY positivas/imm?2 de tejido en cada uno de los tres
segmentos intestinales. En el eje X se expresan los grupos a estudio: Sham o
control quirargico (barra rallada azul) y PDIT o problema (barra rallada roja). Para
las tres hormonas a estudio se consideraron diferencias significativas aquellas
con P<0,05(%).
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DUODENUM
ILEUM

Panel fotogréafico 2. Microfotografias de la expresion diferencial de GIP y GLP-1
en duodeno e ileon de animales control (Sham) y problema (PDIT). Realizadas con

objetivo (x20) sobre tinciones inmunohistoquimicas con fluorescencia.

6. DISTRIBUCION TOPOGRAFICA INTRAGRUPO DE LA EXPRESION
TISULAR DE ENTEROHORMONAS EN INTESTINO DELGADO

Al objeto de hacer mas intuitivos los resultados obtenidos relativos a la expresion de las
enterohormonas GIP, GLP-1y PYY procedimos a representar la expresion de cada una
de ellas siguiendo una distribucién craneo-caudal acorde con los reordenamientos

anatomicos sufridos en cada uno de los grupos estudiados.

Los datos correspondientes a GIP se recogen en la figura 56A en la que se aprecia una
marcada expresion de células GIP positivas con P<0,05(#) a nivel craneal que se
corresponde con el segmento duodenal en los animales Sham o control, representados
con la linea azul, respecto al segmento ileal dispuesto en la misma posicién craneal en
los animales del grupo PDIT representados con la linea roja. No se apreciaron

diferencias entre grupos en localizaciones mas caudales, ni siquiera en el segmento
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duodenal del grupo PDIT, existiendo una expresion similar en comparacion al yeyuno

del grupo Sham.

En el caso de GLP-1 en la figura 56B se aprecia un alto numero de células GLP-1
positivas, a nivel craneal con P<0,01 (##), representados con linea roja, coincidiendo
con el segmento ileal traspuesto en los animales pertenecientes al grupo PDIT.
Situacion que no aparece en los animales Sham, con linea azul, en los que dicha regién

coincide con el segmento duodenal.

En el grupo PDIT el nimero de células GLP-1 positivas desciende progresivamente en
direccién caudal hasta ser minimas en el segmento yeyunal. Por el contrario, en el grupo
Sham a nivel caudal y coincidiendo con el segmento ileal aparece un repunte
significativo de células GLP-1 positivas, P<0,05(#), respecto a las existentes en la zona

en los animales del grupo PDIT.

Por ultimo, la figura 56C nos muestra la distribucién espacial de la expresion de PYY.
Como en el caso anterior aparece un alto nimero de células PYY positivas en la region
mas craneal del tubo en los animales del grupo PDIT con P<0,01 (##) coincidiendo con
el segmento ileal transpuesto. Esta alta expresion de PYY disminuye hacia la region
media del tubo en el grupo PDIT donde coincide con el segmento duodenal para volver

a incrementarse hacia la region caudal coincidiendo esta vez con el segmento yeyunal.

En el caso de los controles se aprecia un incremento de la expresion de PYY lineal en
direccion craneo-caudal coincidiendo su pico maximo con la regién caudal del intestino
delgado donde se ubica el ileon. Siempre marcando en los segmentos mas distales
diferencias significativas con P<0,05(#) respecto a los valores de expresion de PYY
obtenidos para los animales del grupo PDIT.
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Figura 56. Representacion topograficade la expresién tisular de GIP, GLP-1y PYY.
Figura 56A: Expresion topografica de GIP como valor medio + EEM. En el eje Y se
representa el numero de células GIP+/mm?2 de intestino delgado. En el eje X se
representan el intestino delgado en su longitud total, asi como la ubicacién de los
distintos segmentos intestinales en color azul para el grupo control o Sham y rojo
para el grupo PDIT. Figura 56B: Expresion topograficade GLP-1 como valor medio
+ EEM. En el eje Y se representa el numero de células GLP-1+/mm2 de intestino
delgado. En el eje X se representan el intestino delgado en su longitud total, asi
como la ubicacion de los distintos segmentos intestinales en color azul para el
grupo control o Sham y rojo parael grupo PDIT. Figura 56C: Expresion topogréfica
de PYY como valor medio + EEM. En el eje Y se representa el nUumero de células
PYY+/mmz2de intestino delgado. En el eje X se representan el intestino delgado en
su longitud total, asi como la ubicacion de los distintos segmentos intestinales en
color azul para el grupo control o Sham y rojo para el grupo PDIT. En todos los
casos se tomaron como diferencias significativas aquellas con P<0,05 (#) o
P<0,01(##).
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7. CUADROS RESUMEN (CR)

Leyenda y nomenclatura:

e Significancia P<0,05: #
e Significancia P<0,01: ##

1 Aumento de la
expresion.

| Disminucién
de la expresion.

e PDIT: Transposicion

lleal Preduodenal

e SHAM:

quirargico

Control

e |D: Intestino Delgado

Tiempo Medicion SOG (min)

Enterohormona

Grupo GLP-1 PYY GIP
Quirdrgico
0 15 0 15 15
PDIT T = = = I
SHAM = = = = =

CR 1. Tablaresumen de los niveles plasméaticos de enterohormonas.

VELLOSIDADES

Segmento Intestinal

Grupo Quirurgico Duodeno Yeyuno fleon
PDIT = = b#
SHAM = = =

CR 2. Tablaresumen de la altura de las vellosidades del ID.
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CRIPTAS Segmento Intestinal
Grupo Quirargico Duodeno Yeyuno fleon
PDIT = = V#
SHAM = = =

CR 3. Tablaresumen de la profundidad de las criptas del ID.

GLP-1 Segmento Intestinal
EMDe Duodeno Yeyuno fleon
Quirurgico
PDIT L = LI
SHAM = = =
CR 4. Tablaresumen de la expresion tisular de GLP-1.
PYY Segmento Intestinal
(_Brypq Duodeno Yeyuno fleon
Quirargico
PDIT = = =
SHAM = = =
CR 5. Tablaresumen de la expresion tisular de PYY.
GIP Segmento Intestinal
(}rypq Duodeno Yeyuno fleon
Quirurgico
PDIT | 7 = =
SHAM = = =

CR 6. Tablaresumen de la expresién tisular de GIP.
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La cirugia bariatrica/metabdlica se ha convertido actualmente en una potente
herramienta terapéutica para el control de la DMT2. En ciertos casos incluso mas
eficiente que el tratamiento farmacolégico tradicional de esta enfermedad. No obstante,
la mayoria de los mecanismos fisiopatolégicos que subyacen a esta capacidad
terapéutica permanecen aun bajo un halo de incertidumbre o los resultados de su
estudio arrojan conclusiones muchas veces contradictorias. Entre ellos, destacan los
relacionados con la expresion de las distintas enterohormonas implicadas en mayor o
menor medida en la regulacibn del metabolismo hidrocarbonado tras los

reordenamientos anatémicos propios de estas cirugias

En este sentido consideramos la cirugia metabdlica experimental, caso de la PDIT en
nuestro modelo, no solo como una potente herramienta a la hora de estudiar y
determinar cambios en la expresion y secrecion de estas enterohormonas con relacion
a los reordenamientos anatomicos secundarios a esta. Si no también a la hora de
dilucidar el papel de estas en el desarrollo normal de los mecanismos fisiol6gicos
regulatorios de esta parte del metabolismo. Facilitando asi su explicacién y arrojando

luz sobre este tema tan controvertido.

Dada la complejidad del tema y su densidad hemos decidido ordenar la presente
discusion en varios apartados, cada uno de los cuales referido a uno o varios pardmetros

estudiados en esta tesis.

1. SOBRE EL EFECTO DE LA CIRUGIA PDIT EN EL PESO

Si bien nuestra primera intencion en este estudio se dirige hacia la evaluacién de la
variacion de factores metabodlicos tras la PDIT en nuestro modelo, no debemos olvidar
el componente bariatrico y por lo tanto la pérdida de peso tras esta cirugia. Esto es asi
dado los posibles efectos indirectos de esta sobre el metabolismo hidrocarbonado.

Como podria ser una disminucion de la resistencia la insulina.

En particular en nuestro estudio, tanto en el grupo PDTI como en el grupo Sham, la
técnica quirdrgica realizada provoca una pérdida ponderal en el postoperatorio
inmediato seguida de una ganancia de peso progresiva y mantenida durante el
seguimiento. Esta ganancia ponderal, no arrojo diferencias significativas entre ambos

grupos a lo largo de los 21 dias de seguimiento en el estudio como podemos observar
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en la figura 51 del apartado de resultados. Estos resultados son comparables a los
descritos en varios trabajos durante un seguimiento similar o superior en el tiempo en
modelos de roedor independientemente de su condicion de obesidad y diabetes (272—
278). Siempre y a diferencia de nuestro modelo, tras una transposicién del segmento
ileal a nivel distal al ligamento de Treitz, es decir, post-duodenal (218).

No obstante, también en varios estudios se ha observado una pérdida de peso
significativa a largo plazo tras un seguimiento entre 6 y 8 semanas en animales Goto-
Kakizaki (GK), diabéticos no obesos(220,279). Asi mismo, Grueneberger et al. mostrd
una reduccion significativa de peso en los animales sometidos a cirugia de transposicion
ileal (IT) respecto al control quirargico durante un periodo de 3 semanas (280). Esta
pérdida se desencadenaria por la estimulacién del segmento de ileon transpuesto
debido a la llegada temprana de nutrientes al mismo, ya que no existe un componente
restrictivo y/o malabsortivo asociado. Esta sobreestimulacion acentuaria un mayor
efecto del llamado “freno ileal” por la activacién de mecanismos neurales y endocrinos.
Con un incremento de la termogénesis inducida por la dieta y el gasto energético
relacionado con la digestion, procesamiento y almacenamiento de los nutrientes
(281,282). A lo que parecen contribuir de manera determinante las alteraciones
morfoldgicas del segmento de ileon interpuesto. Caracterizados por una “yeyunizacion”

del ileon transpuesto (218,280). Y que discutiremos mas adelante.

Como podemos observar no hay una opinion unanime en la literatura al respecto del
efecto sobre el peso de esta cirugia en modelos de roedor. No obstante esta disparidad
de resultados podria deberse a las diversas cepas de roedor utilizadas y las diferentes
dietas administradas durante el desarrollo de las experiencias, ya que en muchos casos
se utilizaron ratas Sprangue-Dawley (283) o Lewis (280,281), a las cudles se les

proporciond una dieta rica en grasas o proteinas, con un seguimiento mas prolongado.
Independientemente de las anteriores divergencias, la pérdida de peso inicial,

evidenciada en ambos grupos, parece responder al efecto anorexigeno inicial transitorio

y posteriormente compensado del estrés generado por el propio acto quirtrgico (244).
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2. SOBRE EL EFECTO DE LA CIRUGIA PDIT EN EL METABOLISMO DE LA
GLUCOSA

Dentro de los parametros funcionales de obligado estudio en este trabajo, encontramos
aguellos referidos a los niveles de glucosa en sangre tanto a nivel basal como tras un

suministro exdégeno de glucosa en los animales sometidos a cirugia PDIT.

2.1.Sobre la Glucemia Basal

En el caso de las glucemias basales no aparecen diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (Figura 52A). Estos resultados coinciden con los
obtenidos al respecto en diversos estudios que valoran este pardmetro en modelos
sanos (272,273). Caso contrario de lo que ocurre en modelos patoldgicos, tanto en
animales diabéticos (220,276,279,284,285) como obesos (278,286), donde la cirugia de
transposicion ileal provoca una disminucion significativa de los niveles basales de

glucemia plasmaética.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo son esperables al tratarse de ratas Wistar
sanas sometidas a este tipo de procedimiento quirdrgico. Aunque la cirugia de
transposicion ileal provoca un cambio conformacional del tracto gastrointestinal, la
integridad de los mecanismos responsables de la regulacién del metabolismo glucidico
permanece, manteniéndose la homeostasis del sistema y los niveles plasmaticos de

glucosa. Repetimos, algo esperado.

En algunos estudios en modelos con alteraciones del metabolismo hidrocarbonado, a
consecuencia de la DM2 y/o de la obesidad, la interposicion del segmento ileal a nivel
proximal es responsable de la mejora glucidica incluso a nivel basal. A pesar de no
existir un componente malabsortivo y/o restrictivo y mantenerse la integridad de los
distintos segmentos intestinales, la alteracion anatomofuncional secundaria a la
transposicion ileal condiciona una serie de cambios metabdlicos consecuencia de
modificaciones a nivel histolégico, tanto a nivel de la histoarquitectura intestinal como
de la expresion de determinadas incretinas. En este sentido, Sun et al. (287,288)
demostraron en un modelo diabético ratas GK a lo largo de 4 semanas, una mejora

estadistica de la glucemia basal respecto a los controles Sham.

157



CAPITULO 6. DISCUSION

A pesar de esto, en nuestro caso, los valores de los datos basales tienen un relativo
valor en tanto en cuanto el objeto de este estudio no es llegar a la remisién de la diabetes
en nuestro modelo sino el estudio de la mecanistica fisiolégica que gobierna estos

fenébmenos.

2.2.Sobre el Test de Tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG)

De forma adicional, en nuestro estudio, tras la cirugia también realizamos dos test de
tolerancia a la sobrecarga oral a la glucosa (TTOG) alas 4 y 8 semanas de supervivencia
de los animales (Figuras 52B/C y 52D/E respectivamente). De manera similar a lo
ocurrido con la glucemia basal, no aparecieron diferencias significativas en los patrones
descritos por ambos grupos con la salvedad del punto de medicién correspondiente a
los 120 minutos en el test realizado a las 4 semanas de seguimiento, en el cual
aparecieron diferencias significativas para P<0,05 (Figura 52B). Dicha diferencia
estadistica, dado su caracter aislado, pudiese obedecer a un artefacto en la medicion.
No obstante, pudiera estar en relacion con el efecto propio de la cirugia, dada la leve
mejora de la homeostasis glucémica observada en el grupo PIDT en las distintas
mediciones de la prueba. En cualquier caso, insuficientes para marcar diferencias
significativas en las Areas Bajo la Curva (AUCs) descritas en ambas pruebas entre los
dos grupos como podemos observar en las figuras 52C y 52E al primer y segundo mes

respectivamente.

En la misma linea que nuestra experiencia, el estudio de Jung Oh et al. no mostr6
diferencias significativas en los niveles plasmaticos de glucosa ni en el AUC tras la SOG
realizada a las 4 semanas postoperatorias también en roedores sanos (ratas Sprague-
Dawley) (273). Tampoco en ratas Long-Evans, no diabéticas ni obesas, se evidenciaron
diferencias significativas en las curvas glucémicas durante la prueba de tolerancia a la

glucosa oral a las 3 semanas de seguimiento (289).

En un primer momento tanto nuestros resultados como los descritos en otros trabajos
en modelos no patolégicos podrian llevarnos a pensar en la inocuidad de este
procedimiento en relacién a los niveles de glucemia tanto basales como postprandiales.
Sin embargo, varios estudios realizados en modelos sanos si han puesto de manifiesto
una mejora de la tolerancia a la glucosa tras la cirugia de IT. Si bien, si atendemos a los
resultados de Strader et al. en 2009 en ratas Long-Evans tras 12 semanas de

seguimiento, veremos mejoras en las glucemias postprandiales a los 45 y 60 minutos
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con diferencias en sus AUCs respecto al grupo control quirdrgico (274). También el
grupo de Mencarelli et al. en ratas Wistar objetivd modificaciones significativas de la
tolerancia glucémica. Pero en este caso, las diferencias significativas entre grupos se
observaron al inicio del test (15 y 30 minutos) y durante un seguimiento mas prolongado
(7 meses), y tras la administracién de AB, en concreto CDCA, durante una semana
previa a la SOG (272).

En este sentido, podriamos mencionar también trabajos de algunos investigadores
como Ramzay et al. y Nausheen et al. llevados a cabo en ratas Sprangue-Dawley. Los
cuales obtuvieron una mejora de la tolerancia a la glucosa en todos los tiempos de la
SOG en el grupo de animales sometidos a transposicion ileal. El primero objetivo dicha
mejora glucémica a las 4 semanas de seguimiento postoperatorio e independientemente
de la longitud del segmento ileal traspuesto (283). Mientras en el segundo dicha mejora
se observo tras el TTOG realizado a las 8 semanas de la transposicion de un segmento
ileal con una longitud de 20 cms (290). No obstante, en ambos grupos de trabajo, dichos
resultados no son comparables ya que se obtuvieron mediante una prueba de tolerancia

intraperitoneal, perdiéndose asi el posible efecto incretina en relacion a la cirugia.

Si bien los resultados obtenidos en modelos sanos ponen de manifiesto la importancia
del intestino distal en la homeostasis de la glucosa. Este papel del ileon derivado de la
IT queda claramente reflejado en especies animales patoldgicas. Asi, la cirugia de
transposicion ileal ha demostrado una mejora sustancial de la tolerancia glucidica en

modelos diabéticos, tanto obesos como no obesos.

Varios estudios elaborados con ratas GK (genéticamente predispuestas a la DMT2)
muestran un aumento significativo del AUC del TTOG del grupo IT respecto al grupo
control quirargico realizado a las 4 semanas de la intervencién quirdrgica (219,288,291).
En este tipo de animales, Chen et al. en 2016 observaron dicha mejora en la tolerancia
glucidica del AUC incluso a las 2 semanas del postoperatorio (276). Esto nos lleva a
concluir la existencia de mecanismos derivados del reordenamiento anatomico tras esta
cirugia que se hacen patentes en el caso de modelos diabéticos que tienden a

normalizar la glucemia de los animales de experimentacion.

En cuanto a la relacidon con la obesidad, en nuestro caso, la cepa de ratas Wistar
utilizada no presenta esta condiciébn metabdlica patolégica y como hemos dicho no
podemos concluir ninguna modificacién en los patrones glucémicos tras la PDIT. Sin

embargo, y atendiendo a la literatura, parece existir una estrecha relacion relacion entre
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obesidad y la mejora de los pardmetros glucémicos tras la transposicién en modelos
diabéticos de roedor como demostraron Culnan et al. en ratas obesas diabeticas Zucker
en la tercera y quinta semana postoperatoria (292); y Cummings et al. en ratas de la
misma naturaleza UCD-T2DM (University of California, Davis-T2DM) a la cuarta y
decimosexta semanas de la intervencion (282) y Es asi que el tejido graso parece jugar
un papel relevante en los cambios fisiopatoldgicos tras la IT que llevan a la mejoria de

los pardmetros glucémicos en los animales tratados.

Por ello, y aunque en nuestra experiencia no se observan diferencias significativas entre
grupos, si parece existir cierta tendencia en la mejora del metabolismo glucémico tras
la SOG en favor de la cirugia de PDIT. Derivada presumiblemente de la accion
combinada de agentes propios del tubo digestivo como veremos mas adelante. En
apoyo de lo dicho parece tomar relevancia el papel del propio segmento ileal
transpuesto. Y podria ser fundamental la gestién que dicho ileon determina de los
acidos biliares dentro de estos mecanismos (272,291). Por ello a continuacién nos
centraremos en el estudio de los cambios acontecidos en el intestino delgado, pero no
solo a nivel del ileon sino también del duodeno y del yeyuno comenzando por aquellos

gque afectan a sus caracteristicas histologicas.

3. SOBRE EL EFECTO DE LA CIRUGIA PDIT EN LA HISTOMORFOMETRIA
DEL INTESTINO DELGADO

Para empezar en este apartado, recordemos que la extension de la superficie de
absorcion del intestino delgado estd amplificada por una serie de especializaciones
celulares de la capa mucosa y submucosa. Entre estas especializaciones destacan las
llamadas criptas de Lieberkuhn, y las vellosidades y microvellosidades intestinales. El
yeyuno es la porciéon intestinal con mayor absorcién de nutrientes, principalmente
carbohidratos y proteinas, por lo que este segmento se caracteriza por la presencia de
vellosidades largas y gran densidad de microvellosidades en los enterocitos. Por su
parte, la principal funcién absortiva del ileon es la responsable de la incorporacion de
sales biliares y vitamina B12, por lo que las vellosidades a este nivel son mas cortas
(45,293).

El intestino delgado presenta un alto grado de adaptacion tisular frente a los cambios

anatomofuncionales secundarios a la CB/M. En este sentido, la cirugia de transposicion
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ileal es responsable de una serie de modificaciones en la superficie de absorcién con
alteraciones tanto en los enterocitos como en las llamadas especializaciones absortivas
intestinales. Estas alteraciones histomorfométricas locales en el intestino secundarias a
la transposicion ileal serdn responsables de la denominada “enteroplasticidad” que
afecta tanto a nivel microestructural como de expresion de determinados factores en la

superficie absortiva (294,295).

En nuestro estudio, durante el analisis comparativo de los cambios histomorfométricos
en los distintos segmentos del intestino delgado, como se puede observar en la figura 4
del apartado de resultados, se observaron diferencias estadisticamente significativas en
el grupo quirdargico respecto al grupo control Unicamente en el segmento de ileon
transpuesto. En el primer pardmetro histolégico analizado, la longitud de las vellosidades
intestinales. Asi, se aprecié una menor longitud de estas estructuras en el ileon
interpuesto a nivel preduodenal en comparacion a la cirugia de control (Figura 54A).
Respecto a la segunda variable estudiada, la profundidad de las criptas, se observé una
disminucién significativa en la profundidad de las mismas en el ileon traspuesto de los
animales del grupo PDIT (Figura 54D). En los otros segmentos intestinales examinados
(duodeno y yeyuno), no se encontraron diferencias significativas entre grupos en
ninguno de los dos parametros representativos objeto de estudio. Como se refleja en
las figuras 54B y 54C para las vellosidades yeyunales y duodenales respectivamente, y
en relacion con las criptas de Lieberkuhn en yeyuno y duodeno representadas en las
figuras 54E y 54F.

Estos resultados pueden parecer, al menos parcialmente, contrapuestos con los
descritos mayoritariamente en la literatura, que propone modificaciones en la estructura
histologica del segmento interpuesto con un incremento en el nimero y longitud de las
vellosidades intestinales y en esos mismos modelos animales diabéticos y obesos, una
disminucion de la profundidad de las glandulas o criptas intestinales (275,296,297). Lo
que supone que el area de absorcion del segmento de ileon sea mayor, y comparable

a la de un segmento yeyunal cualquiera en condiciones fisiol6gicas (283,296).

Para explicar esto podemos decir que, la mayoria de las técnicas experimentales de
transposicion ileal se caracterizan por una transposicion a nivel yeyunal distal al
ligamento de Treitz, y, por consiguiente, a la desembocadura del flujo biliopancreatico.
Por lo que a este nivel se produce una alcalinizacion del pH para neutralizar la acidez
proveniente del estbmago. De esta forma, como queda recogido en la literatura, el grupo

sometido a transposicion ileal respecto al grupo control Sham, presenta una serie de
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cambios morfolégicos caracterizados por una “yeyunizacion” del ileon transpuesto
(218,298). Una disposicion diferente por tanto a la propuesta en este trabajo y
consecuentemente con efectos distintos a nivel histolégico. En nuestro estudio, la
interposicion ileal es preduodenal. Esta disposicion anatémica determina dos

importantes consecuencias a nivel funcional.

La primera, que el segmento de ileon traspuesto recibe directamente el quimo acido
gastrico. Por lo que la mucosa ileal va a sufrir una abrasion condicionada por la ausencia
de glandulas de Brunner. Estas glandulas, localizadas en su gran mayoria en la
submucosa del duodeno y productoras de cimdgeno y mucina, son responsables de una
secrecion muy alcalina (pH 8,1-9,3) (45). Debido a la practica ausencia de estas
glandulas a nivel ileal, no va a existir la barrera protectora necesaria para neutralizar el
quimo &cido proveniente del estbmago dada la nueva disposicion gastrointestinal. En
segundo lugar, el ileon interpuesto no se encuentra en contacto con el yeyuno sino con
el duodeno y el estbmago. Por lo que los resultados histomorfométricos de nuestro
modelo, en contraposicion con los cambios histol6gicos recogidos en los diversos
articulos comentados, no reflejan la llamada “yeyunizacion” del segmento ileal. Mas
bien, va a tener lugar una “duodenizacion” de dicho segmento condicionada por la

enteroplasticidad intestinal comentada.

En este sentido, la localizacion a nivel preduodenal provoca que el ileon distal traspuesto
se adapte a las nuevas condiciones ambientales con disminucién de su capacidad de
ampliacion absortiva al mostrar unas vellosidades mas cortas y unas criptas menos
profundas, semejantes a las dispuestas en el duodeno. En los otros segmentos, como
hemos dicho, no se observaron modificaciones histomorfométricas. En el caso del
duodeno, seguramente por recibir igualmente un contenido intestinal acido no
compensado por el segmento ileal y, ademas, por no verse afectado el flujo biliar al estar
conservada la ampolla de Vater. En el caso del yeyuno, por mantener su localizacién y

disposicién habitual sin reseccién o exclusién en toda su longitud.
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Figura 57. Duodenizacion del segmento de ileon transpuesto tras la realizacion de
la cirugia PDIT secundaria a la enteroplasticidad intestinal.

Resumiendo, en nuestra experiencia, la interposicién ileal a nivel preduodenal no va a
provocar fendmenos hiperplasicos o hipertréficos de adaptabilidad a nivel de las criptas
y vellosidades intestinales del ileon interpuesto. Si no todo lo contrario, al existir un
decrecimiento de la longitud y profundidad de las vellosidades y criptas intestinales
respectivamente. Esto no descarta la posibilidad de una eventual modificacién de la
poblacion de células de linaje enteroendocrino en los distintos segmentos a estudio. En
este sentido, la adaptacién morfolégica intestinal puede ser independiente de
adaptacion celular, pero puede existir una influencia reciproca por factores aun no

descritos.

A continuacion, y una vez analizados los resultados histomorfométricos, pasaremos al
estudio de las distintas poblaciones de linaje enteroendocrino susceptibles de verse

afectadas por estos reordenamientos anatémicos postquirirgicos.
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4. SOBRE EL EFECTO DE LA CIRUGIA PDIT EN LOS NIVELES
PLASMATICOS DE LAS DISTINTAS ENTEROHORMONAS Y SU
EXPRESION HISTOLOGICA EN EL INTESTINO DELGADO

La mayoria de los estudios existentes en la bibliografia referentes al efecto metabdlico
de la cirugia de IT sobre los cambios derivados en las diferentes hormonas intestinales
se caracterizan por una determinacién de sus concentraciones plasmaticas. Siendo
escasos los trabajos que de forma directa realicen un analisis de la correspondiente
expresion enterohormonal en los tejidos afectos, y ninguno que de manera exhaustiva
analice la variacion de la secrecion hormonal en otros segmentos intestinales distintos
a su lugar de sintesis. Limitdndose el estudio histolégico de los péptidos involucrados al
segmento de ileon traspuesto.

En el presente estudio, con el objeto de esclarecer y profundizar en la posible utilidad
de esta cirugia para el estudio de los mecanismos responsables de la mejora del
metabolismo hidrocarbonado, se ha realizado un andlisis tanto de los niveles de
expresion tisular como de los niveles plasmaticos de las distintas enterohormonas
involucradas en el eje entero-pancreético. A fin de determinar la correlacién existente
entre los niveles plasmaticos de dichas hormonas y la expresién de estas en los propios

segmentos afectos del tubo digestivo.

Para un analisis mas exhaustivo y esclarecedor de los datos recogidos entre ambos
grupos experimentales se ha optado por un estudio intergrupo relativo a la expresion
histologica de las diferentes enterohormonas en los tres segmentos intestinales. Asi
como un estudio intragrupo sobre dicha expresion hormonal segun distribucion

topografica en los distintos tramos intestinales examinados en nuestro trabajo.

4.1.Sobre la Expresién Tisular de GLP-1y sus Niveles Plasméaticos

Al observar los datos obtenidos para el patron de secrecion postprandial de GLP-1 tras
sobrecarga oral y el anélisis comparativo de las correspondientes Areas Bajo la Curva
(AUC) entre los grupos quirdrgicos, estos muestran un incremento significativo de los
niveles plasmaticos de GLP-1 en el grupo PDIT respecto al grupo Sham (Figura 53D).

Este aumento se produce exclusivamente al inicio de la prueba (minuto O0),
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observandose un descenso progresivo hasta el siguiente tiempo de medicion (minuto
15); punto en el cual la secrecién de GLP-1 en plasma es similar a la del grupo control
(Figura 53C).

Estos resultados obtenidos en nuestro trabajo experimental estan respaldados por la
mayoria de los estudios recogidos en la bibliografia al respecto (218). Trabajos previos
en modelos de roedor sano han evidenciado mayores niveles plasmaticos de GLP-1 tras
la cirugia de IT. En el trabajo de Jung Oh et al., al igual que en nuestra experiencia, se
objetivdé un aumento precoz (4 semanas) de esta enterohormona en sangre durante la
sobrecarga oral realizada en ratas Sprague-Dawley (SD) (273). En esta misma linea,
otros trabajos muestran mayores concentraciones de GLP-1 en plasma durante
seguimientos mas prolongados. Como reflejan los resultados obtenidos por Strader et
al. en ratas Long-Evans a las 12 semanas de la intervencion (274) o Mencarelli et al,
que observd una elevacion significativa de la secrecién plasmatica de GLP-1 a las

veintiocho semanas después de la cirugia en ratas Wistar (272).

También en modelos patolégicos, independientemente del linaje del roedor y del periodo
de seguimiento, se ha observado un aumento significativo de GLP-1 secundario a la
transposicion ileal. Varios estudios en animales diabéticos genéticamente predispuestos
y no obesos (ratas GK) han puesto de manifiesto estos resultados tanto de forma
temprana, cuatro semanas posteriores a la cirugia (288), como tras un periodo
postoperatorio mas prolongado de ocho (220) e incluso de hasta veinticuatro semanas
(219). También en modelos diabéticos inducidos mediante STZ se ha objetivado una
mayor concentracion plasmatica de GLP-1 de manera precoz, 4 semanas tras la cirugia
IT. Este es el caso de ratas Lewis, en las que la cirugia de IT provoca un aumento
significativo de la secrecion de GLP-1 dependiente de la glucosa respecto a la ausencia
de dicho estimulo, sin existir diferencias significativas respecto a los controles tras la
determinacion basal (285). También en otras cepas de ratas tratadas con STZ se han
obtenido dichos resultados, caso de ratas Long-Evans (299) y Wistar. En este Ultimo
tipo de animales, el incremento significativo de esta hormona se mantiene en el tiempo
siendo incluso mayor a las 12 semanas postoperatorias (291), de forma similar a los
resultados obtenidos en ratas GK. En las cuales los mayores niveles de GLP-1 en
sangre observados de forma precoz tras sobrecarga oral persisten de forma significativa

durante el seguimiento hasta las 24 semanas del mismo (284).

Si afladimos un elemento a la complejidad de este mecanismo caso de la obesidad,

podremos ver qué en ratas obesas y diabéticas, caso de los trabajos de Cummings et
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al. con ratas UCD-T2DM demostraron de forma significativa una elevacion de GLP-1 en
plasma a las cuatro semanas (300). Y sostenida hasta las 16 semanas del seguimiento,
incluso con un mayor grado de significacion respecto a las cuatro semanas (282). Por
altimo, en ratas Zucker se han evidenciado también mayores niveles de GLP-1 en
sangre a las 7 semanas tras la IT después de la SOG (292).

Respecto a los escasos estudios realizados en humanos tras esta cirugia, destacan las
investigaciones llevadas a cabo por De Paula et al. en pacientes con DM2 y obesidad,
en los cudles la transposicion ileal en yeyuno proximal determinaron un incremento del
GLP-1 plasmatico (301,302).

Por otra parte, y con el objetivo de establecer una posible relacién directa entre la
elevacién de los niveles plasmaticos de GLP1 tras IT y las variaciones en la expresion
tisular en el intestino de esta enterohormona, llevamos a cabo una evaluacion
inmunohistoquimica de los niveles de expresion en los segmentos intestinales

analizados.

En nuestro estudio mostramos un incremento significativo en la expresién tisular de
GLP-1 en el grupo quirdrgico (PDIT) tanto en duodeno como en ileon, como se observa
en las gréficas 55D y 55F respectivamente del apartado de resultados. Por el contrario,
en la gréfica 55E, estas diferencias significativas respecto al grupo control Sham no se

observaron en el segmento correspondiente a yeyuno.

Estas observaciones en nuestro modelo concuerdan con los resultados obtenidos en los
pocos estudios existentes en la bibliografia que analizan la expresion histolégica de esta
hormona en el segmento ileal transpuesto. Y que, ademas, muestran mayores niveles
plasmaticos de GLP-1. Asi pues, andlisis inmunohistoquimicos realizados en ratas con
obesidad y DM2 tipo Long-Evans, 6 semanas tras la realizacion de IT, mostraron una
mayor densidad de células GLP-1 positivas en el segmento de ileon traspuesto respecto
al fleon nativo o prequirargico (296). Fenémeno también observado en ratas sanas
Sprague-Dawley con una mayor cuantificacion de células positivas a GLP-1 en el ileon

interpuesto respecto a los controles a las 4 semanas del postoperatorio (283).
Ademas, el trabajo de Nausheen et al., también realizado en ratas Sprague-Dawley, no

diabéticas, muestra de manera significativa tanto niveles elevados de GLP-1 en plasma

como una mayor presencia de células GLP-1 positivas en el segmento ileal interpuesto.
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Estos datos son refrendados por diferentes estudios de nuestro grupo de investigacion
llevados a cabo en modelos sanos (ratas Wistar) y diabéticos (ratas GK). Los cuales
han demostrado una mejora de la expresion de GLP-1 tanto tras realizacion de RYGB
(235,303) como secundaria a una reseccion yeyunal masiva (R150) (303,304). Ambos
tipos de técnicas se caracterizan por la entrega de nutrientes no absorbidos en el
intestino distal, de forma similar a nuestra cirugia PDIT.

En el caso de la expresion inmunorreactiva observada en nuestro modelo a nivel de
duodeno, no existen datos relativos en este segmento intestinal tras cirugia de
trasposicion ileal. Aunque si algunos estudios que prueban la existencia de células L a
nivel duodenal tras la realizacion de otras técnicas de CB. En concreto, en un modelo
sano, ratas Wistar, se ha observado un incremento significativo en el nimero de células
con “marcaje” GLP-1 positivo en el tramo duodenal tanto en animales sometidos a
RYGB , como en aquellos tras reseccion del 50% del tubo (RI150) (303). Pero también
en un modelo diabético, ratas GK, tiene lugar un incremento de la expresiéon de GLP-1

en el duodeno tras la realizacion de RYGB (235).

En el caso del yeyuno, tampoco existe ningln estudio que analice la expresion de GLP-
1 en dicho segmento tras IT. Unicamente existen datos sobre la expresion de esta
hormona a nivel yeyunal tras la realizacién de RYBG. En el mencionado trabajo de
Moreno et al. en ratas Wistar se ha evidenciado una mayor presencia de células GLP-1
positivas en el tramo yeyunal. Lo que podria ser consecuencia de la exclusién duodenal
existente en este tipo de técnica (303). De la misma forma, Camacho-Ramirez et al.
también pone de manifiesto una mayor expresion de GLP-1 en el tramo yeyunal tras la

cirugia de bypass gastrico (235).

Bajo otro prisma de vision, el andlisis comparativo intragrupo, segun la disposicion
espacial de los diferentes segmentos intestinales, reafirma la mayor expresion de GLP-
1 enileon derivada de la IT preduodenal. Asi como la localizacion de la sintesis de esta
enterohormona en el intestino distal. Como hemos presentado en el apartado de
resultados (Figura 56B), el nimero de células GLP-1 positivas en el grupo PDIT aparece
significativamente elevado en los segmentos ileal y duodenal con relacion a la escasa
densidad celular existente en duodeno y yeyuno del grupo Sham, respectivamente.
Mientras el descenso progresivo en la expresion de esta hormona se hace patente a
nivel caudal, con una ausencia de expresion en el tramo de yeyuno de nuestro modelo

quirdrgico. Que coincide con la mayor expresion de GLP-1 a nivel del intestino distal
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(ileon) en el grupo Sham, y que determina una elevacidén significativa de dicha

enterohormona respecto al grupo PDIT.

Por tanto, al cotejar el nimero de células GLP-1 positivas atendiendo al respectivo
ordenamiento intestinal entre grupos, se deduce una mayor secrecion hormonal de GLP-
1 derivada de la transposicion ileal. No s6lo a nivel del segmento interpuesto, sino
también en el duodeno adyacente y dispuesto distalmente al mismo. Unido al hecho de
que, en ausencia de alteracion del transito intestinal, la mayor sintesis y secrecién de

GLP-1 tiene lugar en el ileon terminal.

En base a los resultados inmnunohistoquimicos y plasmaticos obtenidos, y de acuerdo
con la literatura al respecto, el aumento en la sintesis y secrecién de GLP-1 estaria
relacionado con la llegada precoz de los nutrientes al ileon traspuesto promulgado por

la teoria del intestino distal.

Como hemos comentado, el incremento de las concentraciones de GLP-1 en plasma en
respuesta al test de SOG tras la cirugia de IT esta ampliamente documentado en la
literatura. Aunque la elevacién de estos niveles no se ha evidenciado inmediatamente
(tiempo base) tras la sobrecarga sino a partir de los 15 minutos de la medicién. De forma
contraria a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, caracterizados por un descenso
de los niveles plasmaticos en este tiempo de medicidon después de una elevacion inicial
tras la prueba. Este hecho podria estar en relacion con el patrén de secrecion del propio
GLP-1, caracterizado por una primera fase o temprana de corta duracién (5-15 minutos)
y una segunda fase o tardia mas prolongada en el tiempo (30-60 minutos). De esta
forma, las modificaciones en las concentraciones de GLP-1 en plasma después de la
interposicion de un segmento de ileon terminal a nivel de yeyuno proximal
probablemente estén relacionados con la segunda fase de la secrecion oral estimulada

por la glucosa (219).

Nuestro protocolo quirdrgico de PDIT se caracteriza por una transposicion ileal a nivel
preduodenal, o proximal al tramo yeyunal. Esto determina que los nutrientes alcanzan
el intestino distal previamente a cualquier tipo de contacto con la mucosa duodenal y/o
yeyunal y, por consiguiente, sin procesamiento alguno por los tramos intestinales
proximales. De esta forma, en nuestro modelo el aumento en la produccion de GLP-1
seria secundario al estimulo mecénico propiciado por el paso acelerado de los nutrientes
al ileon, y ademas estaria asociado a la primera fase de la secrecion hormonal de dicha

enterohormona. E incluso dicha fase temprana del patron de secrecion debe ser aun
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mas precoz en nuestro modelo, dado que el ileon interpuesto proximal al duodeno es el
primer segmento intestinal que recibe directamente el bolo alimenticio no procesado

procedente del estbmago.

De esta forma, la mayor inmunorreactividad observada para GLP-1 a nivel ileal y
duodenal seria responsable del incremento objetivado en las concentraciones de esta
incretina en plasma. Si bien la consabida teoria de “Hindgut” explicaria la mayor
expresion tisular de esta enterohormona en el ileon traspuesto, también podria explicar,

o al menos en parte, el incremento de dicha expresién histolégica en duodeno.

Por otro lado, la cirugia de PDIT no lleva asociada una exclusién del intestino proximal.
Luego dicha exclusién como factor desencadenante no seria responsable de la mayor
expresion de GLP-1 en el duodeno propuesta por la teoria del intestino proximal o
Foregut. Sin embargo, en relacion con los datos relativos de GIP observados y que
comentaremos posteriormente, también pudiera ser que la mayor presencia de células
L en el duodeno se debiera a una adaptacion de las células K tras el estimulo mecanico
a nivel del ileon traspuesto. Las cuales podrian adquirir caracteristicas de las células L
del segmento ileal interpuesto. Es decir, un tipo celular fenotipico de la nueva morfologia
intestinal derivado del reordenamiento de la cirugia PDIT mediante un mecanismo de
trans-diferenciacion, ya observado en otras células de linaje endocrino (305). Y que
pondria de manifiesto los cambios histolégicos adaptativos (enteroplasticidad)

secundarios a la transposicion ileal en relacion con la sintesis de GLP-1.
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Figura 58. Posible mecanismo de transdiferenciacion de células K duodenales a
células L tras la realizacién de la cirugia PDIT consecuencia de la adaptacion
enteroplastica ante la rapida llegada del quimo al ileon transpuesto.

De manera adicional, el mayor nivel plasmatico y expresion tisular de GLP-1 observada
en nuestro modelo PDIT, también podria responder a posibles cambios en los niveles
plasmaticos de los acidos biliares (AB). Esto, aungue mencionado en diferentes estudios
tras cirugia de IT con independencia del modelo ya sea sano o patoldgico y de la
variabilidad de especies no parece ser factible. Ya que la disposicién del ileon a nivel
preduodenal no ocasiona una alteracién de la circulacion enterohepatica. Sin que exista,
a diferencia de la interposicion ileal postduodenal, una captacién prematura de sales
biliares en el segmento de ileon traspuesto. Y el consiguiente aumento de las
concentraciones de AB en plasma y el descenso a nivel intestinal y hepéatico
(272,274,282,296,300). No obstante, a nuestro juicio, la influencia de las sales biliares

en el eje enteropancreatico requiere un estudio aparte y mas exhaustivo.
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4.2.Sobre la Expresion Tisular de PYY y sus Niveles Plasmaticos

En relacién al andlisis de los datos obtenidos respecto a las concentraciones de PYY en
sangre resulta llamativa la ausencia de diferencias significativas entre los grupos
quirurgicos, como se refleja en las figuras 53E y 53F del apartado de resultados. Se
pueden observar niveles similares entre grupos al inicio de la SOG, con una elevacién
progresiva de los niveles de PYY en el grupo PDIT durante el segundo punto de
medicion de la prueba. Pero esta tendencia no es suficiente para mostrar diferencias
estadisticas ni en las curvas plasmaticas (Figura 53E) ni en el area bajo la curva (Figura
53F).

Los resultados obtenidos en nuestro modelo de PDIT no son contrastables a los escasos
trabajos publicados. Los cuales muestran un incremento de los niveles plasmaticos
posprandiales de esta enterohormona tras cirugia de transposicion ileal, tanto en

modelos sanos como diabéticos (218).

En condiciones similares a nuestra experiencia, se ha objetivado un aumento
significativo de las concentraciones plasmaticas de PYY a las cuatro (273) y a las doce
semanas (274) de la cirugia de IT en ratas Sprague-Dawley y Long-Evans
respectivamente. En ambos trabajos, este incremento de PYY respecto al grupo control
observado durante la SOG muestra diferencias significativas desde los 15 a los 60

minutos de la prueba.

Sin embargo, y pese a producirse también un incremento de los niveles de PYY en
plasma a las 4 y 12 semanas de la IT, en animales con DM2 inducida mediante STZ
(ratas Wistar) las diferencias estadisticas se observaron en todos los puntos de tiempo
evaluados tras el estimulo de glucosa oral (291). También en modelos patolégicos
destacan los trabajos de Cummings et al. realizados en ratas UCD-T2DM. Este grupo
de trabajo muestra mayores niveles séricos de PYY a las 8 y 14 semanas de la cirugia
de transposicion ileal. Pero en este caso, el incremento tiene lugar tras una sobrecarga

oral de lipidos, sin observar diferencias significativas al inicio del test (282,300).

También en animales sanos destacan los resultados hormonales postprandiales
obtenidos por varios grupos en ratas Sprague-Dawley. Se han observado niveles
elevados de PYY en plasma a los 60 minutos de la ingesta de una dieta liquida mixta
sin que existan diferencias basales. A las 4 semanas de la transposicién de un segmento

de ileon con una longitud minima de 10 cms (283). Y a las 8 semanas tras cirugia de IT,
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con un nivel maximo alcanzado a los 30 minutos y con concentraciones plasméaticas
superiores, aunque no significativas, a las observadas en animales sometidos a una
combinacién de IT+SG (283). También el grupo de Chelikani encontré mayores niveles
de PYY 60 minutos después de la administracién de la dieta tras la IT, con niveles
comparables a los obtenidos tras el RYGB a las 2, 4 y 8 semanas (306). Por ultimo, en
ratas Lewis, el estudio de Somogyi et al. ha demostrado una elevacion posprandial de
PYY tras la administracion de diversas dietas: hiperproteica, hipergrasa e
hipercarbohidratada. Tampoco en estas condiciones el aumento del PYY se produce
inmediatamente tras la dieta suministrada (minuto 0) aunque si se mantiene hasta una
hora después. E incluso en la determinacion llevada a cabo a las 17 horas de la ingesta
se evidencian diferencias significativas en todos los tipos de dieta. Sin embargo, no se
objetivan dichas diferencias a nivel basal en el grupo que recibe una dieta hiperproteica
(307).

En nuestro caso, los datos obtenidos en nuestro modelo referentes a los perfiles
plasméticos de PYY son consistentes con el analisis inmunohistoquimico de expresién
de esta enterohormona en el intestino delgado. Como hemos presentado en el apartado
de resultados, no existe un aumento de la inmunorreactividad de PYY secundaria a PDIT

en ningun tramo intestinal respecto al grupo Sham (Gréficas 55G, 55H y 55I).

Nuevamente nuestros resultados difieren de los escasos resultados recogidos en la
literatura referentes a la IT. El estudio de Ramzy et al. en ratas sanas Sprague-Dawley
demostré un aumento significativo de células PYY inmunopositivas en el segmento de
ileon traspuesto, aunque dependiente de la longitud ileal. También se ha observado una
mayor expresion tisular tanto de ARNm de PYY en ratas sanas (283) y patoldgicas (300),
como del gen del PYY en ratas Long-Evans, con o sin diabetes inducida por STZ (299).

Sin embargo, al analizar la expresion tisular de PYY segun el orden anatémico
craneocaudal, si vamos a observar diferencias entre los grupos quirdrgicos atendiendo
a la localizacion del ileon, como tejido secretor fundamental de esta hormona. En este
sentido, como refleja la figura 56C, aparecié6 un aumento significativo de células
positivas para PYY en el ileon traspuesto de ratas PDIT en comparacién con el
segmento duodenal de ratas Sham. Pero este incremento sufre un importante descenso
en el segmento duodenal para posteriormente aumentar nuevamente en el tramo mas
caudal correspondiente al yeyuno. Existiendo diferencias estadisticas favorables al
grupo control en estos segmentos al existir una mayor expresion inmunohistoquimica

lineal en el yeyuno y fundamentalmente en el ileon de estos Ultimos animales.
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Estos resultados ponen de manifiesto que la cirugia de PDIT no parece afectar a la
localizacion intestinal de sintesis y secrecion de PYY, ni tampoco a su perfil plasmatico.
Sin embargo, en base a los resultados previos ya comentados de nuestro grupo de
investigacion (303) después de cirugias que conllevan la presencia temprana de
productos no digeridos en el intestino distal, la mayor expresion de GLP-1 en el intestino
proximal evidenciada en estos estudios podria explicarse por la presencia de una
hormona intermediaria. Cabe la posibilidad de la existencia de algun tipo de mediador
hormonal desconocido cuya secrecion fuera estimulada por esa presencia temprana del
quimo en el segmento de ileon traspuesto. Este mediador podria ser el PYY, y una
posibilidad es que el papel regulador de éste responda a la presencia de neurépodos
(235).

De esta forma, y puesto que en nuestra experiencia si se evidencia un incremento
progresivo de PYY en plasma con tendencia a la significacion, pudiera ser que si sea el
PYY el posible mediador responsable. Pero que la inmediata y drastica secrecién de
GLP-1 secundaria a la cirugia de PDIT determine una menor produccion de PYY inicial
compensatoria para evitar posibles estados de descompesacion enterohormonal. Que
ademas estd apoyada en los resultados inmunohistoquimicos observados: un
incremento de la expresion tisular de GLP-1 en ileon y duodeno sin evidenciar un
incremento o0 descenso inmunorreactivo de PYY en ningun segmento. Todo ello
secundario de forma directa a la inmediata presencia del quimo no procesado en el

intestino delgado distal.

Esta integracion de la informacion obtenida de ambos péptidos (GLP-1 y PYY) en
nuestro modelo nos plantea una hipétesis plausible de las conexiones existentes entre
ambas hormonas responsable de un sistema de contrarregulacion enterohormonal.
Podriamos afirmar entonces la posibilidad de un mecanismo de retroalimentacién
negativa del GLP-1 sobre el PYY tanto a nivel de la expresiéon inmunohistoquimica como
plasmaética. Y, ademas, que dicho mecanismo podria explicarse no sélo a nivel paracrino
o endocrino, sino a través de los llamados neurépodos de las células L. Los cuales
responden de forma similar a un axén permitiendo la liberacién de vesiculas secretoras
de péptidos en zonas distantes del ileon activando y desactivando otras poblaciones

celulares enteroendocrinas (236).
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Figura 59. Posible funcion contrarreguladora del GLP-1 sobre el PYY tras la
realizacién de la cirugia PDIT derivada de la llegada temprana del quimo al

segmento ileal transpuesto.

4.3.Sobre la Expresién Tisular de GIP y sus Niveles Plasméticos

Como podemos observar en las gréficas 53A y 53B recogidas en el apartado de
resultados, en nuestro estudio mostramos un descenso significativo de los niveles de
GIP en plasma en el grupo sometido a cirugia de PDIT. Tanto en el area bajo la curva
(AUC) (Figura 53B) como en el patrén de secrecion de esta incretina (Figura 53A). En
concreto, tras la SOG, inicialmente, las concentraciones de GIP son comparables entre
grupos, pero tiene lugar un incremento en el grupo Sham respecto al PDIT en el segundo

tiempo de medicion alcanzando diferencias estadisticas en este punto.
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Dentro de la escasa bibliografia al respecto tras cirugia de IT, algunos estudios no han
mostrado variaciones en los niveles plasméaticos de GIP, ni en modelos animales sanos
(274) ni patologicos (291). No obstante, como veremos a continuacion, varios autores si
han evidenciado un descenso de las concentraciones sanguineas de esta

enterohormona.

En modelos sanos, destaca el trabajo en ratas Sprague-Dawley llevado a cabo por
Nausheen et al. a las ocho semanas de la cirugia. Este grupo muestra un descenso
posprandial a los 15 minutos y mantenido hasta una hora después de la ingesta (308).
En este mismo tipo de ratas, Jung et al. encontraron una disminucién significativa de
GIP a los 30 minutos tras la SOG, pero sin significacién en el AUC. Aungue en este
altimo grupo las mediciones se realizaron a las 4 semanas postoperatorias (273).
También se ha observado niveles de GIP disminuidos simplemente tras la

administracién de una dieta hipergrasa o hiperproteica respecto a los controles (307).

En el caso de modelos patolégicos, Gao et al. muestran un descenso basal del GIP
plasmético en ratas GK tras IT. Solo patente a las 16 semanas de seguimiento, y sin un
descenso de los niveles en sangre en combinacién con la cirugia de RYGB (221).
También en ratas Zucker se han observado a las 7 semanas menores niveles
plasmaticos a partir del minuto 30 de la sobrecarga oral de glucosa pero también sin
diferencias en el area bajo la curva (292). Por el contrario los trabajos de Cummings en
ratas UCD-T2DM no encontraron diferencias estadisticas ni a las cuatro (300) ni a las
ocho semanas en los niveles plasmaticos postprandiales de GIP tras IT (282).

En relacién con el estudio inmunohistoquimico de la expresion de GIP tras la realizaciéon
de IT, éste es aun campo practicamente inexplorado. De los escasos articulos al
respecto, en ninguno de ellos se han evidenciado cambios en la expresion tisular de
esta incretina en ningln segmento del intestino delgado. El trabajo de Jung Oh en
roedores no encontré variaciones en el numero de células K positivas en el grupo
sometido a IT (273). Ni tampoco el grupo de Zhao ha mostrado diferencias
estadisticamente significativas en el gen responsable de la expresion de GIP en ratas

Long-Evans sanas o bien con diabetes inducida (299).

Todo esto en contraposicion con los obtenidos en nuestro modelo, en los que
encontramos un descenso significativo de la expresién de GIP en el duodeno de los
animales intervenidos de PDIT (Figura 55A). Sin que existan diferencias en el resto de

los segmentos intestinales de estos roedores (figuras 54B y 54C). En este sentido, en
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el andlisis intragrupo, Unicamente se observan diferencias estadisticamente en el
segmento duodenal en favor de los animales control respecto al ileon traspuesto de los
animales sometidos a PDIT. Con resultados comparables entre yeyuno-duodeno e
ileon-yeyuno de grupos control y quirargico respectivamente (Figura 56A).

La disminucion estadisticamente significativa de GIP en el duodeno de los animales
sometidos a transposicion ileal es un dato de especial relevancia. En consonancia con
los menores niveles de esta enterohormona encontrados en plasma. La condicion de
ser una técnica quirargica sin exclusiébn duodenal asociada y con ausencia de la
disrupcién anatémica duodeno-yeyunal existente en la transposicion ileal postduodenal.

Podria darnos una explicacion a ello.

En primer lugar, la técnica de PDIT provoca una localizacion mas distal del duodeno y
yeyuno proximal derivada del ileon traspuesto. De esta forma, el estimulo mecanico de
las células K se retrasaria, y con ello la sintesis y secrecién de GIP. A diferencia de la
disminucién de los niveles séricos de GIP tras realizacion de RYGB por la consiguiente
exclusion duodenal. Pero en nuestra experiencia, no se produce tal exclusion, ni siquiera
una interrupcion del intestino proximal. Sino simplemente la nueva localizacién
anatomica postileal. Ademas, el tramo duodenal en nuestro modelo si recibe tal
estimulo mecanico de los nutrientes. Diferido por la interposicion ileal, pero sin
interrupcion del transito intestinal. A esto se sumaria, dada la disposicién proximal del
ileon respecto al duodeno, la comentada posible adaptacion enteroplastica duodenal.
En concreto, las células K, debido a ese retraso de su estimulacion, podrian adquirir un
nuevo orden fenotipico por un proceso de trans-diferenciacion, dando lugar a células
comparables a las células L ileales. Por lo que existiria una menor sintesis de GIP

derivada de la menor celularidad responsable de su produccién.

En segundo lugar, y dados los resultados obtenidos para las otras dos hormonas
estudiadas, podriamos pensar nuevamente en un mecanismo de contrarregulacion
enterohormonal. En esta linea, dados los escasos resultados contrastables en la
literatura y puesto que el GIP puede inducir la secrecion de GLP-1 (309), el porqué de
la menor expresion plasmatica y tisular de GIP pudiera responder a una
retroalimentacion negativa entre ambas incretinas, capaz de contrarrestar el importante
aumento de GLP-1. Incluso y puesto que PYY pudiera ser un mediador de ambas
hormonas, GLP-1y GIP, segun datos de nuestro grupo (235). Podria caber la posibilidad
qgue fuera el propio PYY el responsable de dicho descenso de GIP en su papel de

contrarregulador del GLP-1.
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Podriamos afirmar entonces la posibilidad de un sistema de regulacion-

contrarregulacioén endocrino entre las diferentes hormonas del intestino delgado.

De forma resumida, en el caso de la PDIT, a pesar de no ejercer esta un efecto
remarcable sobre los valores glucidicos inmediatos, estamos ante una potente
herramienta para el estudio de las hormonas del intestino delgado relacionadas con el
metabolismo glucidico.

En este sentido nos permite discriminar distintos mecanismos de activacion en la
expresion y secrecion de GLP-1 y PYY por las células “L” bien mediados por un efecto
mecanico, bien por variaciones quimicas en las sustancias a las que son expuestas. Sin
descartar posibles mecanismos contraregulatorios también implicados. Asi mismo, nos
lleva a plantearnos la posibilidad de trans-diferenciacion de unos tipos de células
enteroendocrinos en otros, caso de las células “K” y células “L”. Por ello consideramos
esta técnica quirdrgica de gran valor a nivel experimental y reivindicamos la importancia

de su uso en la investigacién en este campo.
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El modelo quirargico experimental de transposicion ileal preduodenal es un
procedimiento de cirugia metabdlica novedoso, viable y valido como demuestran
la ausencia de diferencias tanto a nivel de ganancia ponderal como del estado

glucémico.

Este modelo conlleva una adaptacion del metabolismo hidrocarbonado capaz de
soportar situaciones de estrés fisiopatolégico.

El equilibrio homeostatico alcanzado y secundario a la transposicion ileal
preduodenal se establece por una serie de mecanismos robustos a nivel del eje

enterohormonal.

Nuestro modelo experimental provoca un aumento de los niveles plasmaticos de
GLP-1 asi como una disminucidn de las concentraciones séricas de GIP sin que

existan diferencias en los niveles de PYY en plasma.

En estos cambios plasmaticos subyacen las siguientes modificaciones
histologicas: un incremento de la expresion de células productoras de GLP-1 en

duodeno e ileon, y un descenso de la expresion tisular de GIP a nivel duodenal.

La inadecuacion fisiologica del ileon se traduce en una adaptacion estructural
caracterizada por una pérdida de la altura de las vellosidades y de la profundidad

de las criptas intestinales.
El estimulo mecéanico derivado del vaciamiento gastrico sobre las células L
ileales es selectivo para la expresion y secrecion de GLP-1, pero no asi para el

PYY.

La distinta respuesta de las células L del ileon traspuesto parece ser secundaria

a un mecanismo de retroalimentacion negativa del GLP-1 sobre el PYY.
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A novel surgical technique focused on the study of the ileum:
The preduodenal ileal transposition

Una nueva técnica quirurgica focalizada en el estudio del ileon: la transposicion
preduodenal del ileon

Jestis M. Salas-Alvarez', Francisco J. Campos-Martinez!, Alejandra Moreno-Arciniegas®,

David Almorza-Gomar*®, Gonzalo M. Pérez-Arana®, J. Arturo Prada-Oliveira®, and

Alonso Camacho-Ramirez'%*

'Surgery Unit, Puerto Real University Hospital, Universidad de Cédiz; “Surgery Unit, Ceuta Hospital, Insalud; *Department of Human Anatomy and

Embryology, Faculty of Medicine, Universidad de Cddiz; ‘Department of Operative Statistic Universidad de Cadiz; *Instituto de Investigacion e
innovacion biomédica de Cadiz (INIBICA); “Surgery Unit, Puerta del Mar University Hospital of Cadiz. Cadiz, Spain

Abstract

Aims: Our main goal is to study the effects on the carbohydrate metabolism. Thus, we designed various experimental surgical
models on healthy non-obese Wistar rats to reproduce several conditions. In this sense, we report a new experimental model.
It is well known that bariatric surgery has important effects on the control of Type 2 Diabetes Mellitus. The underlying reasons
are yet unknown, although the different theories focused in the release of different hormones after the pass of the nutrients
through the tract. These released hormones have opposite effects that come together in a balanced glycemic metabolism.
Materials and methods: After banatric surgical techniques, the modified anatomy resulted in an imbalance of the secreted
hormones. Wistar rats were randomized in two groups Sham and surgical group. Our model consisted on the transposition of
the terminal ileum right after the pylorus. Weight gain, food intake, and basal glycemia were measured weekly. Results: We
did not obtain significant differences between both groups for these functional variables. Conclusions: This technique involved
an early pass of the bolus through the ileum. The change on the luminal pH, along with the lack of enzymes to absorb the
content, or the changes in the release of several hormones must be variables to the study. The mortality rate was assumable
considering it was an experimental model on animals.

Key words: Diabetes. Malabsomption syndromes. Metabolic surgery. Incretines. Pancreas.
Resumen

Objetivo: Crear un nuevo modelo quirirgico experimental en ratas Wistar sanas no obesas para estudiar los efectos del
mefabolismo glucidico. Es bien sabido que las técnicas de cirugia baridtrica tienen un efecto importante sobre la resolucion
de la diabetes mellitus tipo 2. Se han invocado diferentes hipdtesis, algunas centradas en el papel que tienen distintas hormo-
nas secretadas por el propio tubo digestivo tras el paso de los nutrientes a su través, pero las razones (ltimas subyacentes
permanecen desconocidas. El efecto contrapuesto de dichas hormonas consigue un efecto de control glucémico. El desequi-
librio hormonal fras las alteraciones anatdmicas de las cirugias baridtricas podria estar en la base de dicha mejora del me-
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J.M. Salas-Alvarez, et al.: The preduode

lileal tr ition

tabolismo glucidico final. Material y métodos: Las ratas fueron operadas en dos grupos (control quinirgico y experimental) y
se procedid a disponeries el fleon anastomosado al antro pildrico, previo al esfinter pilérico. Medimos distintos pardmetros
funcionales (ganancia de peso, ingesta y glucemias semanales). Resultados: No obtuvimos diferencias significativas en la
evolucion de estos pardmetros. Conclusiones: Este modelo serd Util para nuestro propdsito de estudiar el leon, en su com-
ponente secretor de enterohormonas, cuando el paso de los nutrientes se produzca tempranamente. La mortalidad fue asum-

ible, dada la innovacion técnica realizada.

Palabras clave: Diabetes. Sindromes malabsortivos. Cirugia metabdlica. Incretinas. Pancreas.

|nlroduc1ion

The different pathophysiological mechanisms that
describe the behavior of metabolic surgery are not
well-defined yet, but they are continuously being docu-
mented. There are two basic pillars that explain the
functioning of this kind of surgery. First of all, the weight
loss would reduce the insulin resistance of the periph-
eral tissue. Secondly, the gastrointestinal endocrine
disruption, with hormones being synthesized in the di-
gestive tract causing important changes of the behavior
of glands - such as pancreas - and peripheral
tissue™.

This second reason, at the same time, is based in
two principal theories, the Foregut and the Hindgut
theory. Both theories take into consideration the pass
of the alimentary bolus through different sections of
the digestive tube, which activates hormonal routes
with favorable and unfavorable effects for the glyce-
mic homeostasis®. The main hormones involved are
called incretines, a numerous group that includes glu-
cose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP), glu-
cagon-like peptide (GLP)-1, and ghrelin among other
substances®®.

The Hindgut theory is also known as the incretinic
theory. It suggests that the early pass of the alimen-
tary bolus as a result of a surgical procedure could
explain the control of type 2 Diabetes Mellitus (T2DM).
This early pass through the distal small bowel would
stimulate the release of hormones such as GLP-1 or
peptide tyrosine tyrosine™. That way, it would boost
the insulin discharge, increasing its sensibility, and
decreasing the beta cells apoptosis®.

In contrast, the anti-incretin effect is the cornerstone
of the Foregut Theory. This opposite theory was
based on the pass of nutrients through the proximal
small bowel. The result is the release of different hor-
mones. The anti-incretinic response buffers the previ-
ously cited incretinic effect. It produces a decrease in
the discharge of insulin, decrease in the proliferation

of beta cells and inhibition of the action of insulin, to
prevent hypoglycemia'®*2.

While a balanced and coordinated production of
incretin and anti-incretin hormones is necessary to
keep normal levels of glucose, a poor anti-incretin
production may not compensate the effect of the in-
cretins, resulting in hyperinsulinemia, hypoglycemia,
and beta cells proliferation'?,

On the other hand, a change toward the excessive
production of the anti-incretin hormones would cause
an insulin resistance, decrease in the insulin secretion
and the beta cell depletion; all of them features of the
T2DM™.

The purpose of this report is the study of the spe-
cific role of the ileum. We designed a new experimen-
tal surgical model. The use of non-obese healthy
Wistar rats was pursued to avoid other pathological
or functional circumstances, such as obesity or dia-
betes. The model is not replicable in humans as a
bariatric technique. This experimental model consists
of a pre-duodenal ileal transposition (PDIT). The main
goal is to place the ileal portion right after the pylorus.
It is then anastomosed to the first portion of the duo-
denum, this way, the pyloric sphincter keeps its origi-
nal anatomical disposition even though it is not
functional anymore. Our goal is to determine the role
of the terminal ileum, when located in an anomalous
situation. The change of the anatomical configuration
of the digestive tube has been investigated before by
different investigation groups but our study provides
a new technique, never published before, which brings
the transposed ileum as proximal as possible in the
digestive tube, right after the stomach to eliminate the
foregut bias.

Hence, this way we open up a whole new range of
possibilities to study related to the role held by the
different portions of the digestive tract such as the
terminal ileum, in the improvement of the glycemic
metabolism. In this paper, we report a new and fea-
sible model which will lead to new pathways in the
specific study of the ileal tract.
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Materials and methods

Animals

Every procedure on animals was performed with the
approval of the University of Cadiz Committee for the
Ethical Use and Care of Experimental Animals. The
rats were supplied from the University of Cadiz Animal
Production Service, which included the specific labo-
ratories to undergo surgeries. The 30 male Wistar rats
were stabled in randomized groups with 15 rats each
one of them — an experimental and a surgical control
(Sham) group. The specimens were under constant
temperature and humidity conditions in a 12-h light/
dark cycle, with ad libitum access to normal chow and
water. We did not use female rats to avoid the cyclic
variations of gonadotropin hormonal effect on the gly-
cemic metabolism. The rats were 12-14 weeks old and
weighted around 300-350 g when surgery was under-
going. The survival period was 4 weeks after surgery.

Weight gain and food intake basal glycemia

To evaluate the effect of the surgery in our model, we
controlled the weight increase of the animals, as well as
the grams of food the animals consumed. The chow
intake and the weight increase were quantified every
5 days after surgery for the whole survival period.

Once a week, the basal glycaemia was measured
with a glucometer (Glucocard G-Meter 1810, Menarini
Diagnostics, Italy) and expressed as mg of glucose/
deciliter of blood.

Surgical techniques

The rats were randomly assigned to the experimen-
tal group — the PDIT - or to the control group (Sham).
Both techniques were performed once the rats were
anesthetized with gas (isoflurane). The anesthetic in-
duction was achieved by impregnating a gauze with
the same anesthetic after introducing the animal in a
close container under an extractor hood to avoid the
inhalation of gas by the surgeons. The anesthetic
maintenance was obtained by the use of a continuous
ventilation pump of isoflurane (between 1 and 3%,
depending on the time needed for the procedure, and
avoiding cardiorespiratory arrest). It was provided
through a mask that included the rat's mouth and
snout, and connected to the pump. A heat source
underneath the animal was used in longer procedures

Figure 1. Firtly, ileum was identified and transected at 10 cm of ileum-
cecal valve.

to avoid hypothermia due to the abdominal cavity ex-
posure. In the end, we tried to reproduce the external
conditions similar to the ones in regular surgery and
thus, reduce the mortality rate and biases that could
interfere in the normal interpretation of the data.

In the PDIT group, the surgical procedure was as
followed. The incision made was bisubcostal after
cleansing the abdominal wall with chlorhexidine.
Then, the whole small bowel was exposed as well as
the cecum. Afterward, the stomach was mobilized for
a better exposure after liberating the lesser omentum.
We measured the past 10 cm of the terminal ileum
and divided it (Fig. 1), preserving the vascular supply
and the distal edge 1 cm away from the ileocecal
valve (Fig. 2). To reduce the mortality in the early
samples, the method was modified to reduce the ag-
gression on the ileal vessels. Then, a transverse post-
pyloric division was made, closing the duodenal stump
with a running suture with polydioxanone (PDS) 5/0.
The distal duodenal stump was anastomosed to the
distal edge of the transposed ileum with interrupted
stitches of PDS 5/0 while the proximal edge of the
ileum was anastomosed to the posterior gastric face
with continuous suturing with PDS 5/0 after opening
the greater omentum (Fig. 3).

Finally, the last anastomosis made was between the
jejunum and terminal ileum, made with interrupted
sutures of PDS 5/0. Before closing the abdominal wall,
an anesthetic infiltration was performed with 2% mepi-
vacaine diluted in physiological saline solution (1:10).
Before closing the abdominal wall with a running su-
ture with Vicryl 2/0, the whole intestinal mass was
introduced inside the cavity with warm physiological
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Figure 2. This section of ileum and the vessels were located proxi-
mally. Duodenum was cutted after pylorum.

Figure 3. Finally, t or termino-lateral sutures were

made to stablishe the new nutritional fiow.

saline solution (36°C). This surgical technique was
always performed by the same main surgeon.

The control group technique (Sham) reproduced the
surgical aggression over the digestive tract and the
stress of the animal, before and after the surgical pro-
cedure but maintained the anatomical disposition of the
digestive tube. It was performed by a bisubcostal inci-
sion after cleansing the abdominal wall with chlorhexi-
dine allowing the exposure of the small bowel loops.
Then, we measured the distance from the angle of
Treitz to the ileocecal valve. A transversal enterotomy
section was performed at 10 cm of the Treitz angle,
without intestinal resection. Then, we made an end-to-
end anastomosis with interrupted sutures of PDS 5/0.

The rats from both surgical groups were closely
monitored for 2 h after the surgical procedure was

completed. Post-operative analgesia was performed by
the use of a mixture of 13 ml of ibuprofen (Dalsy) in
500 ml of water. A hyperproteic liquid diet was included
12 h after the surgeries. The diet based on Resource®
Protein diluted in water (1:4) was used for 48 h before
the introduction of solid standard chow (250g).

Statistical analysis

The measured data were expressed as mean =
standard error of the mean (SEM). Comparisons be-
tween both groups were performed using the ANOVA
test. Once the non-parametric samples character was
established, these data were analyzed with a Mann—
Whitney U-test and p < 0.05 was considered statisti-
cally significant. All statistical analyses were performed
using SPSS statistical software, version 24.0.

Results

In this section, the described results report the func-
tional variables measured during the survival period.
During this stage, these parameters showed us the
adaptive processes to keep a balanced homeostatic
glycaemia. Thus, the results of the variables detailed
some indirect measurable aspect of the nutrient ab-
sorption and posterior pancreatic processing.

Weight gain and chow intake, basal
glycemia

The weight evolution, food intake, and basal glycae-
mia were monitored from post-operative day 1 until
the sacrifice, 1 a week. The mean weight per week
for each group was expressed in grams. The body
weight decreased after procedures in both groups.
However, there were no significant differences be-
tween any of them at any point (Fig. 4). In both groups,
the body weight decreased within the 1*' week after
surgery and then recovered. In the Sham group, body
weight increased slowly and progressively until the
end of the study, while the PDIT group presented a
weight loss at the 4" week, without recovering the
initial weight.

Similarly, the food intake did not show any differ-
ence between both groups. The food consumption
was reduced in all the employed animals in this study
compared to the normal intake measured in the ani-
mal laboratory (Science Education Partnership
Award).
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show significant difference between both groups.

As well as the average basal glycemia per week,
which was expressed in mg/dl, and showed no signifi-
cant changes were observed in the basal glycemia
during the period of the study (Fig. 5). We analyzed
the summative interpretation of glycemic — area under
the curve — and again, no differences were found.

Surgical procedures

Throughout the observation period, six rats out of the
30 rats that we had in the beginning of the study died,

) and SHAM groups along time, represented in weeks in the X-axis. Blood glucose levels did not

which made a 20% of the total mortality rate. In the
surgical group, four out of the 15 rats died, which con-
stituted a death rate of 26.6%, while in the Sham group,
the mortality rate was the 13% (two out of the 15 rats).

None of the deaths happened, while the surgical
procedure was taking place. All deaths occurred after
post-operative day 1. All deceased rats died between
24 and 96 h after the surgical intervention. After this,
animals were sacrificed after 4 weeks after surgeries.
Although the expected weight gown for malnutrition,
we did not find any other valuable data.
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Discussion

Each day increases the knowledge of bariatric met-
abolic surgery. This is supported by the daily out-
break of new hypotheses. However, the results of
scientific investigations are not conclusive on the
mechanism of action of metabolic surgery. In this
sense, the ileum is a part of the intestine yet to be
studied. Its contributions are very important, but there
are many questions to clarify. The previous studies
carried out to date are based on an ileal location at
the post-duodenal and pre-jejunal level™ ¢, In addi-
tion, generally such ileal interposition was usually
associated with another bariatric surgery technique.
This article discusses the viability of the transposition
of the ileum in a place not described yet (a pre-duo-
denal localization), without an associated bariatric
component. The aim of the study was to know the
viability of the model. For this reason, we worked with
healthy non-obese rats unlike most of the bibliograph-
ic references that are based on studies with diabetic
and/or obese animals. Our interest is related to the
specific implications of ileum in the resolution of
T2DM. Thus, once the model could be well-estab-
lished, we can follow the cellular participation of ileum
at the hormonal level.

The number of complications and mortality was
reasonable, although higher than the average mortal-
ity obtained in similar previous studies. The overall
mortality rate of our study was the 20%, with a mor-
tality lower than the 26% in the surgical group. In
addition, none of the deaths occurred during the sur-
gical intervention, always occurred between the first
24 and 96 h postoperatively. Anastomotic leaks and
subsequent intraperitoneal infection could be proba-
bly the main causes of this mortality rate due to the
reintroduction of solid diet and the non-use of antibi-
otic prophylaxis. Meanwhile, no unusual findings
were found during the sacrifice phase. Apart the com-
mon peritoneal adhesions, no bowel dilatations or
obstruction were observed.

We cannot ignore the possibility of severe metabolic
failure due to intense hyperglycemia in the animals, but
ketoacidotic symptoms were not observed. Thrombotic
or vascular complications, due to the traction over the
ileal vessels, might not be excluded. Although we did
changes on the initial surgical procedures about the
route of ileal vessels. This technical modifications
would have helped minimize the mentioned problems.
The techniques performed so far in the metabolic
surgery field were developed from the bariatric

surgery, so weight loss was unavoidable. In our case,
we did not find a significant weight loss after the sur-
gery. This supported the results of the previous stud-
ies. New studies in a model of diabetic non-obese
rats could be done to corroborate these results. The
glycemic measurements showed no differences com-
pared to the control group. However, we expected
these differences; the rats of the PDIT group could
stand a slight lower glycemia, due to a possible im-
provement in glucose tolerance at the expense of an
increase in insulin sensitivity's'®. On the other hand,
posterior studies could determine changes in pan-
creas cellularity that could explain glycemic behavior.
This is one of our next analysis of the extracted
pancreas.

Regarding the hormonal effect, the Hindgut Theory
as well as the Foregut Theory has in common the
importance of the role of the digestive tract. There-
fore, they are not mutually exclusive. The interposi-
tion of the ileum in a post-gastric and pre-duodenal
location determined an alteration of the intestinal
flow. This conditioned a modification of the incretines
and anti-incretines signals. In this respect, it would
be interesting to investigate the modifications in the
enterohormonal levels (e.g., GLP-1, GIP, PPY, as well
as the specific receptors) after this surgical model™".
The different portions of small bowel will be analyzed
to determine the changes in releasing cellularity.
Mainly, the GLP-1 releasing L-cells located in the il-
eum, which has been located in extended location
after RYGB'™.

Bariatric surgeries, depending on the kind of pro-
cedure, had an effect on the concentration of the
circulating biliary salts. The terminal ileum, when it
was located in an anomalous situation, could deter-
mine a change on the circulating levels of the biliary
salts. In the ileal lumen, gastric content will be se-
creted without bile salts and pancreatic enzymes. In
addition, the pH will be very acid, straight from the
stomach, not buffered yet. This was contributed by a
different duodenal situation, distal to the ileum. The
lack of enzymes stopped the content and micronutri-
ents from being absorbed. This change could im-
prove the glycemic homeostasis in the diabetic
patient™® %,

The modification of the anatomy changed the qual-
ity and quantity of absorbed nutrients. The changes
must induce in the composition, characteristics, and
activity of the intestinal microbiota, which could
explain the partial improvement of hydrocarbon
metabolism after bariatric surgery. The relationship
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between the different incretins and the changes in
the concentrations of the circulating biliary salts
might be important and should be the subject of fu-
ture studied. Moreover, the nervous system is a
whole field to explore, since we preserved the vas-
cularization and the enteral nerves. Therefore, the
potential alterations that this technique produced in
the normal development of nutrition and metabolism
must be considered.

We can conclude that the reported technique is
both, new and reasonable, with a relatively assum-
able mortality rate in an experimental model. More
studies are needed in this direction, which could
value different animal models and objectivize the
real hormonal changes. Our study could open a new
range of possibilities in the field of the metabolic
surgery, since the improvement of the carbohydrate
metabolism in patients after this kind of procedures
is still conundrum. The histological analyses are cur-
rently being developed. Several studies are in prog-
ress: focusing the histology of the pancreas,
considering the changes in cellularity of 0-cell mass,
and the expansions in releasing cellularity of the
different portions of intestine. Both kind of studies
have been developed in other previous papers®®1.

The objective was to obtain an experimental model.
The extrapolation of the obtained results to humans
is possible. We defend the rational use of this animal
model. In this methodological sense, a higher statisti-
cal power could have provided stronger and more
significant results. Although the objective of the study
was well defined, the validity of the surgical model will
be better through another series of functional and
histological determinations.
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Objective: The aim of this study was to clarify the role of the middle gut in the entero-pancreatic axis
modification that leads to glucose improvement in the Goto-Kakizaki (GK) rat as a non-obese T2DM

Background: Bariatric surgery is considered an assured solution for type 2 Diabetes (T2DM). Enterohor-
mones such as ghrelin, gastric inhibitory polypeptide and mainly glucagon-like peptide-1 (GLP-1) were
recognized as key players in the physiophathological mechanisms associated with entero-pancreatic
axis regulation and glucose tolerance improvement. However, the influence of anatomical arrangements
post-bariatric surgery on this axis is still debatable.

Method: To this purpose, 50% of small intestine resections were performed on GK rats (n=6), preserving
the proximal half of the jejunum and the ileum (IR50). Phenotypic and functional changes, such as per-

formance in oral glucose tolerance tests, ileal release of GLP-1, beta-cell sensitivity to GLP-1, beta-cell
mass, and turnover were characterized in IR50 and the surgical control group (Sham).

Results: The glucose tolerance was improved and ileal release of GLP-1 was enhanced four weeks after
IR50 versus the control group rats. Beta-cell mass, beta-cell proliferation, and beta-cell sensitivity to
GLP-1 were also increased in the pancreas of IR50 versus the control group rats.

Conclusion: the jejunal exclusion increases beta-cell-mass and improves glucose tolerance by increasing
in GLP-1 expression and number of receptors via the entero-pancreatic axis,

© 2019 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

Obesity is a major public health problem in Western soci-
eties due to treatment costs, long-term effects on health, and high
prevalence. An important obesity-associated pathology is Type 2
Diabetes (T2DM), characterized by a beta-cell failure along with
peripheral and hepatic insulin resistance. The prevalence of T2DM
has been estimated to affect 5-10% of the population, although
trending upwards globally, especially in young people (Wild et al.
2004).

* Corresponding authors at: Department of Human Anatomy and Embryology,
Faculty of Medicine, Plaza Fragela s/n, University of Cadiz, Cidiz, 11003, Spain.
E-mail address: arturo.prada@uca.es (J.A. Prada-Oliveira).
! Both authors are equally ct ble of the c d Ty

htrps: [/doi.org/10.1016/j.aanat.2019.01.007
0940-9602/© 2019 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Since the 19908 many authors have reported the effects of
bariatric surgery on glucose control in T2DM subjects, with 70
to 90% of patients remaining euglycemic without pharmacologi-
cal treatment for several years after the procedure (Pories et al,
1995; Smith et al. 1996). Many authors have suggested a relation-
ship between digestive tract modification and glucose homeostasis
as one of the main mechanisms implied in this euglycemic status
(Alejandro et al. 2015). Many hypotheses were presented to explain
these effects.

Some hypotheses focused on the gastrointestinal (CGlI) hormone
suggesting that the functions of one or more Gl hormones (e.g. GLP-
1, GIP, PYY, Ghrelin, etc.) could be fundamental factors. Surgical
techniques have altered the normal disposition of the intestinal
tube. As a result of these surgeries, the normal flow and absorp-
tion of nutrients were altered in the different portion of intestine
(Baggio & Drucker, 2007; Cummings and Shannon 2003). These
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changes in the intestinal mucosae would change the secretion pat-
tern of the hormones (Batterham, 2016; Rubino 2008; Yousseifetal.
2014).

Other hypotheses focused on the potential role of biliary acids
(BA) in regulating hepatic glucose (Penney et al. 2015), or on the
existence of a control for a brain-gut-nervous system axis. In this
axis, some gut-derived enterohormones could act as regulators of
the central nervous system through a feedback mechanism of hep-
atic glucose production (Wang et al. 2008; Breen et al. 2012).

Nevertheless, the secretion of Gl hormones, suchas GIP, Ghrelin,
or GLP-1, seems to be involved directly or indirectly in the antidi-
abetic effects of bariatric surgery. Focusing on GLP-1, it is known
that this hormone has the capacity to induce B-cell proliferation
in rodents (Drucker, 2003) and improves hepatic insulin sen-
sitivity in mice after bariatric/metabolic surgery (Garibay et al.
2016). Although, these results have not always been reproduced
employing Roux-en-Y Gastric Bypass (RYGB) or Sleeve gastrectomy
(SG) techniques (Mokadem et al. 2013; Chambers et al. 2014). It
is therefore difficult to discern which part of glucose tolerance
improvement is due to enhanced GLP-1 secretion and which one is
not, especially because these surgeries affect different anatomical
elements.

In the present study we used a surgical experimental technique
on a non-obese diabetic animal model as the Goto-Kakizaki rat
(GK), which exclusively affects the gut but not the stomach. We
conducted a resection of 50% of the small intestine with the aim
to determine the role of GLP-1 in improving glucose tolerance.
We then analyzed the effect of such resection on GLP-1 secretion
in ileum, GLP-1 pancreatic B—cell sensitivity, and B-cell popula-
tion turnover. Thus, our purpose was to confirm the relationship
between the changes in the intestinal GLP-1 release and pancreatic
sensitivity, as a possible consequence of the entero-pancreatic axis.

2. Material and methods
2.1. Animals

All animal procedures were performed with the approval of
the University of Cadiz Committee for the Ethical Use and Care of
Experimental Animals. This Committee controlled the procedures
were performed in accordance with international relevant guide-
lines and regulations for animal welfare. The animals proceeded
by the Animal Service and Production Unit (SEPA, at the University
of Cadiz). The twelve male Goto-Kakizaki (GK) rats were randomly
distributed to sham and IR50 surgical groups (n=6). Animals were
keptunder constant temperature and humidity conditions in a 12-
hour light/dark cycle, with ad libitum access to regular chow and
water. GK rats weighed 220¢g to 250 g when the surgical protocol
was performed. Female rats were not used to avoid the cyclic varia-
tions of gonadotropins and its effect on the glycaemic metabolism.

2.2. Weight Gain and Food Intake - Basal Glycaemia

To evaluate the effect of the surgery on animals, we monitored
several variables. The weight gain and food ingested were quan-
tified daily after surgery and every 48h from the second week
until sacrifice. Once a day, after surgery until sacrifice, basal gly-
caemiawas measured with a glucometer (Glucocard G-Meter 1810,
Menarini diagnostics, Italy) and expressed in milligrams of glu-
cose/deciliter of blood.

2.3. Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)
Ablood sample of 0,5 ml was collected from the tail vein of each

animal after an overnight 12 hour fast to obtain basal glycaemia.
Through an orogastric tube, a 40% glucose solution (2 gr/Kg body

SHAM IR50

® Y

Image 1. XXX

weight) was administered. The glycaemia was monitored by blood
sampling from the tail vein at 15, 30, 60 and 120 minutes after glu-
cose administration. We realized the OGTT four weeks after the
surgical procedure.

2.4. Surgical Interventions and Fasting Periods

Both experimental groups underwent identical preoperative
and postoperative conditions, with a 12 h fast pre and post-surgical
procedure. All surgical procedures were performed under anes-
thesia by continuous infusion of Isofluorane 3% V/V (Isoflo, Abbott
571329.8). Finally, they went through a re-adaptation period after
surgery to normalize fasting.

The surgical IR50 group (n=6) was performed in the follow-
ing steps. Firstly, a 3 cm laparotomy was performed in the midline
of the abdomen, and through the incision we identified Treitz’s
angle and the ileocecal valve as anatomical references. The bowel
between these points was exposed and measured. We made a
resection of the central 50%, followed by an end-to-end anastomo-
sis with 4-0 monoplane suture (polypropylene, Ethicon Prolene),
leaving the proximal half of the jejunum and most of the ileum
(Image 1). Finally, the abdominal wall was closed in one layer.
The control group (n=6) followed the sham procedure. After mea-
suring the gut, a transversal enterotomy section followed by an
end-to-end anastomosis without intestinal resection was done.

2.5. Tissue Preparation

Five weeks after the surgical intervention, animals were sac-
rificed by an lsoflurane inhalation overdose. Pancreas and gut
portions were perfused with Bouin's solution. After this, the pan-
creas and ileum were resected, weighed (precision scale Ohaus
Pioneer Mod PA 3102), and post-fixed in Bouin's solution for 24 h
at 4°C. The fixed pieces were dehydrated, paraffin embedded, and
10 pwm microtome sections were obtained.

2.6. Beta-cell Mass Quantification

To calculate B-cell mass, insulin producing cells were stained
using a monoclonal mouse anti-insulin antibody (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and a secondary peroxidase conjugated goat
anti-mouse IgG antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), and
then revealed with solution of 0.3 mg/ml of 3,3'Diaminobenzidine.

The insulin-positive areas were measured by using Image ]
image analysis software. Those who performed the measurements
in all immunohistochemical techniques were not aware of which
experimental group the samples belonged to. Beta-cell mass was
measured Insulin + area/total pancreatic area ratio by the total pan-
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Fig. 1. A Oral glucose tolerance test (OGTT). Glycaemia was represented in the Y-axis as glucose mg/dl (mean+SEM) in both experimental groups along time, represented
in minutes in the X-axis. *P =0,05. 1B. The area under curve (AUC) of the graph showed statistical differences in glucose tolerance between groups. Blood glucose levels
showed significant differences between Sham and IRS0 at minute 60 and 120 of the OGTT.

creas weight, expressed in mg, Islet and insulin positive areas were
quantified at 20 islets/per sample in two sample /per pancreas sep-
arated for 100 pm.

2.7. Apoptosis Assays

To determine [3-cell apoptosis, 10 um tissue sections from
each pancreas were mounted on microscope slides and rehy-
drated with graded ethanol to PBS. The Dead End Fluorometric
Terminal Deoxinucleotidil-Transferase-mediated 2:deoxyuridine
5:Triphosphate nick end Labelling (TUNEL) system (Promega,
Madison, W1, USA) was used to identify apoptotic cells, and the pro-
cedure was performed following the manufacturer's instructions.
Insulin was simultaneously counterstained using polyclonal mouse
anti-insulin antibody (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA) incubated
overnightat4 °C, and then stained with a secondary anti-mouse IgG
conjugated antibody (Alexa 546) (Molecular Probes Inc. Eugene,
USA). To determine the apoptotic fraction, TUNEL+(Insulin +cells
and islet areas were quantified in 20 islets/per sample, in two
samples/per pancreas (TUNEL+[insulin+cellsfmm? of islet). We
used the image analysis Cell D software (Olympus, Hamburg,
Germany). Negative samples were carried out as controls to ensure
the immunohistochemical techniques, Positive controls were car-
ried out in neural tissue samples of hypoxic rat.

2.8. Proliferation Assays

Proliferation was assessed by double immunostaining, using
polyclonal rabbit anti-Ki67 (Abcam, Cambridge, CB4 OFL UK) and
monoclonal mouse anti-insulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA)
antibodies. Sections were stained using anti-rabbit IgG Alexa 488
and anti-mouse IgG Alexa 546 conjugated antibodies (Molecular
Probes Inc Eugene, USA). The proliferation ratio was quantified
in 40 islets/per animal. Results were expressed as the number of
Ki67+/Insulin+ cells/mm? per area of pancreatic islets, using Cell D
for image analysis.

2.9. Neogenesis Study

PDX-1 expression was used as a neogenesis marker. We
retrieved sections healed in citrate buffer pH 6.7 solution for
10 minutes. Samples were stained with monoclonal rabbit anti-
PDX-1 antibody (Abcam, Cambridge, CB4 OFL UK). The we used
a secondary biotin conjugated anti-rabbit IgG antibody (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO USA), and finally revealed with a solution of
0.3 mg/ml of 3,3'Diaminobenzine. Results were observed qualita-

tively in 12 pancreatic areas/per animal group as number of PDX-1
positive cells/mm? of pancreas area,

2.10. Neal GLP-1 Release

GLP-1 production in ileum was analyzed by immunostaining
using rabbit anti GLP-1 (Abcam, Cambridge, CB4 OFL UK) antibod-
ies. To determine GLP-1 positive cell fraction, the number of GLP-1
positive cells and lleum total areas were quantified in 10 fields per
animal. Results were noted by a single investigator and expressed
as the number of GLP-1 positive cells/mm? of lleum.

2.11. GLP-1 Receptor beta-cell Sensitivity

Beta-cell sensitivity to GLP-1 in pancreas was assessed by dou-
ble immunostaining, using polyclonal rabbit anti-GLP-1 receptor
(Abcam, Cambridge, CB4 OFL UK) and monoclonal mouse anti-
insulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) antibodies. Sections
were stained using anti-rabbit IgG Alexa 488 and anti-mouse 1gG
Alexa 546 conjugated antibodies (Molecular Probes Inc Eugene,
USA). The proliferation ratio was quantified in 40 islets/per
animal. The results were expressed as the ratio of GLP-1
r+/Insulin +cells/mm? of islet area between both groups. We used
the image analysis Cell D software (Olympus, Hamburg, Germany).

2.12. Statistical Analysis

Data were expressed as mean +SEM, Mann Whitney-U test
was used to analyze differences between groups, and p<0.05 was
considered statistically significant. All statistical analyses were per-
formed using SPSS statistical software.

3. RESULTS
3.1. Weight gaining, chow intake and basal glycaemia

Both groups of animal did not appear significant differences
in these phenotypic parameters. Weight gain showed a decreased
pattern from the first to the seventh day. It was probably due to
surgical stress in both groups. After surgery until sacrifice, the dif-
ference of measured weight between both groups was fewer than
5%. About food intake, no significant differences were observed
between Sham and IR50 groups along the study. Even both groups
displayed a trend to increase slowly the volume of intake with a
similar pattern. Both groups reached a usual daily intake at the end
of the study.
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Fig. 2. B-cell mass was represented in the Y-axis in grams for both experimental
groups as means values +SEM expressed in grams. *P < 0.05. Enhanced B-cell mass
appeared in IR50 group (0.019+0.0001 vs. 0.011+0.0012 grams in Sham).

The basal glycaemia test, measured weekly along the survey
period, represented no significant differences between Sham and
IR50 groups along the study. Meanwhile, the diabetic status of GK
rats was slightly reduced in the Sham group. The animals in Sham
group showed a medium 7-10% lower glycaemia, with a high SEM.

3.2. IR50’s effect on body weight and glucose homeostasis

To further characterize glucose homeostasis, we performed an
OGTT during the last week before sacrifice. Statistical differences
were shown in the final studied points of the OGTT. There were
differences in glucose levels at 60 and 120 minutes time-points
(Fig. 1A). The area under curve (AUC)for glucose showed significant
differences in glucose tolerance between both groups (Fig. 1B).

3.3. Changes on f3-cell population

B-cell mass was evaluated four weeks after the surgery in paraf-
fin embedded pancreatic tissue sections using a mouse anti-insulin
antibody. This study reported an increase in $-cell mass in the IR50
group compared with Sham group (Fig. 2).

3.4. Effect of IRS0 on p-cell turnover

Apoptosis contribution to B-cell mass modification was ana-
lyzed. TUNEL and insulin simultaneous staining was used to
evaluate the B-cell apoptosis ratio. No significant differences were
found between both groups after the surgery.

To evaluate the role of cell proliferation and turnover in the
observed B-cell mass increment after the surgery, we quanti-
fied the percentage of proliferating insulin positive cells in both
groups. Proliferative B-cells were identified as double positive
anti-insulin/Ki67 staining (Image 2). A significant increase in
Ki67+finsulin +cell number was found in GK rats with intestinal
resection in relation to sham animals (Fig. 3).

Study of PDX-1, as a neogenesis marker, showed no different
expression pattern between GK rats with intestinal resection and
Sham groups. No increased expression of PDX-1 positive cells was
observed in IR50 group in relation to controls.

3.5. IR50 impact on L cells population

Lcell population was measured inileum sections from Sham and
IR50 groups after the fourth week after surgery (Fig. 4). Lcells were
identified by staining with anti-GLP-1 antibody. GLP-1 positive cells
were more than double in the IR50 group in relation to the Sham
group.

Fig. 3. Proliferating (-cells four weeks after surgery. B-cell proliferation rate
was shown as means +SEM where the Y-axis represents the number of
Ki6 7+ [insulin + cells per islet area expressed in mm?. *P < 0.05. Data showed a signif-
icant enhancement proliferation ratio in IR50 group compared to surgical controls
(50.97+3.26 vs 165.60+28.07 Ki67+/insulin + cells/mm? of islet).

LEAL GLP- 1 RELEASE
*
—_—

Cells GLP-1+/ mm? Il

Fig. 4. Number of ileal GLP-1 positive cells is presented as means +SEM where the
Y-axis represents the number of GLP-1 positive cells per ileum area, expressed in
mm?. *P = 0.05. lleum from the Sham group presented significantly lower number
of GLP-1 positive cells than RI50's (46. 33+11.67vs. 119.66+26.60 GLP-1+ cells/mm*
of ileum, respectively).

3.6. B-cell sensitivity to GLP-1: expression of membrane receptor

The GLP-1 receptor expressed in B-cells was quantified in the
pancreas sections from Sham and IR50 groups four weeks after
surgery (Fig. 5). We identified a significant increased a B-cell area
which co-labelled with GLP-1r in the malabsorptive versus Sham
group.

4. DISCUSSION

The effect of bariatric surgery on glucose homeostasis improve-
ment is well known. Several hypotheses have been proposed to
explain this fact, but the real underlying mechanisms to this
improvement remain elusive. Moreover, T2DM remission could
have various mechanisms implied. In order to gain insight in these
mechanisms, our work used a pathogenic animal model as Goto-
Kakizaki rat, which underwent resection of approximately 50% of
the total length of the intestine (Collantes-Pérez et al.,2004),

Many authors have focused the explanation to this improve-
ment of T2DM on the participation of different gastrointestinal
profile. Inthis sense, our work might provoke a severe change inthe
pattern of these hormones related to the massive jejunal portion
affected in the surgery. Two main hypotheses focused on diverse
interpretations of the portions of the tube that are responsible for
functional changes. The Foregut hypothesis, which suggested that

236



CAPITULO 9. ACTIVIDAD CIENTIFICA

J.A. Prada-Oliveira, A. Camacho-Ramirez, J. Salas-Alvarez, et al. / Annals of Anatomy 223 (2019) 1-7 5
-

Image 2. A. Control Sham pancreas. The image showed a pancreatic islet, stained the cell nucleus in blue (4:6Diamino fenil indol ~-DAPI-) and colored in red the insulin
reserves in B-cells. B. IR50 surgical pancreas. Anislet showed an irregular aspect and shape; these unusual and non-ovoid aspect is the regular aspect that is used to present
the islets pancreas of GK specimens. The image showed Ki67+ (in green) expressed in some insulin + cells (red). C. The image B islet. The image showed Ki67+ (in green)
expressed in some cells (nucleus in blue). D. The image B islet stained Ki67+ cells (in green) expressed in some cells (nucleus in blue)

F

Fig. 5. GLP-1receptor expression in [3-cells was quantified in the pancreas sections
from Sham and IRS0 groups four weeks after surgery. GLP-1 receptor expression
in B-cells was shown in bar graphs as means +SEM where the Y-axis represents
the GLP-1 r+/insulin + islet area expressed in percentage, *P < 0.05. We found a sig-
nificant increased islet area -f-cells co-labelled with GLP-1r- in the IR50 group
compared to Sham controls (61.33+5.23% vs 19.16 + 19,14 GLP-1 r+/insulin +area of
islet).

preventing contact of nutrients with the segment of the proximal
small intestine, exerts direct antidiabetic effects by an unidentified
mechanism (Rubino 2008). On the other hand, the Hindgut hypoth-
esis, which proposed an accentuated GLP-1 release due to delivery
of unabsorbed nutrients in the distal gut as antidiabetic stimu-
lus (Yousseif et al. 2014). None of these hypotheses comprise our
technique, which is related to the middle portion of small bowel.

This malabsorptive surgical technique is not used in humans as
a bariatric surgery. There are other variations related to the human
clinic (e.g. Scopinaro) which are purely malabsorptive. However,
we focused on the participation of jejunum to elucidate the precise
role of this portion in the pathophysiological mechanisms of T2DM
improvement.

The phenotypic parameters after surgery (basal glycaemia,
weight gaining and chow intake) showed that jejunal massive
resection was tolerate for animal. These parameters did not express
significate differences between both groups. Although the IR50
group showed a regular decrease in the animal weight, due to a
maintained malnutrition after surgery. About basal glycaemia, both
surgeries can not correct the initial condition of these diabetic ani-
mals. Thus, basal glycaemia showed a diabetic status in GK rats.
Basal glycaemia were slightly reduced in Sham group, probably due
to statistic reasons. The mechanical aggression and malabsorptive
consequences in both surgeries did not support other explanations.

We were interested in the consequences on ileum cellularity.
Many authors have focused on the enterohormones, which could
be related to the physiological consequences of bariatric surgery.
There are many involved hormones, but we analyzed accord-
ing to the cellular secretions throughout many published reports.
Some non-named anti-incretin factors secreted in duodenum and
jejunum were described in foregut exclusion theory (Rubino 2008;
Rao and Kini 2011). These hormones were responsible for the loss
of insulin production. The resection of 50% of intestine that we per-
formed did not affect the food transit through the duodenum or
proximal jejunum. So, these factors might not be implied in our
experience.
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Secondly, GLP-1, an enterohormone secreted by L cellsin ileum,
capable of increasing insulin production and B-cell mass as pro-
posed by Hindgut Hypothesis (Rubino and Gagner 2002). The IR50
caused an early traffic of nutrients into distal jejunum and ileum
(Tian and Jin 2016). For this reason, we analyzed the GLP-1 expres-
sion in ileal samples from IR50 and Sham groups (Fig. 4) and we
found an increased number of GLP-1-positive L cells in the ileum
of the IR50 group. We believe that an enhanced expression of GLP-
1 could be involved in the pathophysiological changes in glucose
tolerance observed in our model, according to GLP-1's effects on
insulin secretion (Patrick et al. 2002). However, this does not rule
out that other agents may also be involved, as the Peptide YY
secreted in the ileum too (Khan et al. 2016). Other route can be
that GLP-1 is not direct responsible, but only an intermediary in a
Neural-Gut-Brain axis (Scarlett and Schwartz 2015).

Then we examined the effect on B-cell population as one of the
key elements around the possible pathophysiological changes gen-
erated by the surgery. We analyzed B-cell mass in Sham and IR50
groups. The B-cell mass appeared to increase in the IR50 group in
relation to the Sham group (Fig. 2). Two possible explanations can
be proposed to this phenomenon: an increase on B-cell prolifera-
tionin pancreas (Stewart et al. 2015); or the presence of neogenesis
in the pancreas that leads to an expansion of B-cell population
through differentiation of pancreaticstem cells (Sasakietal, 2015).
This second possibility has been proposed in response to stressful
situations of -cell population (Wu et al, 2013), Our data supports
the former and finds no arguments for the latter, since we found an
increased B-cell proliferation rate in the IR50 group (Fig. 3), but no
significant differences in PDX-1 expression.

Previous studies report anenhanced expression of PDX-1in pan-
creas from GK after a RYGB (Li et al. 2015). But, the resection of 50%
of the small intestine we performed is a different surgical tech-
nique, with different anatomical and physiological implications.
Our surgical model had previously been tested in normoglycemic
non-obese rats. With similar results we could not find differences
in PDX-1 expression either (Camacho-Ramirez et al., 2017).

Besides the finding of an increased cellular synthesis of GLP-
1 in the ileum, we investigated a possible difference in B-cells’
GLP-1 sensitivity. The GLP-1 contributes to the B-cell population
expansion. To this end, we examined the number of B—cells show-
ing GLP-1 receptors in both groups. We found an increased in the
GLP-1r in the islets of IR50 group compared to Sham per islet area
(Fig. 5). This result was congruent with previous reports in hyper-
glycemic rats. The diabetic status reduced the GLP-1 receptors in
B-cells; and successively the glycemic correction increased these
receptors in response to GLP-1 serum increase (Xu et al. 2007).

All these findings in our model suggest a complex scenario. The
resection of 50% of the small intestine was related to a significant
B-cell expansion, an increased expression of GLP-1 in lleum and
increased levels of B-cells with GLP-1 receptors (which could be
a sign of increased GLP-1 sensitivity). Nevertheless many studies
support a GLP-1-independent improvement of glycaemia in mice
with GLP-1 functional deletion (Rubino 2008) or GLP-1 receptor-
null mice (Chambers et al. 2014) after bariatric surgeries as the SG
or RYGB. However, these two techniques affect the stomach but do
not exclude the jejunum. This difference suggested a physiopatho-
logical mechanism mediated by factors located at the jejunum in
our model. Moreover, a recent study with Duodenal-jejunal bypass
also found an improvement in diabetes control and increased L-
cell expression in ileum of rats through increasing serum bile acids
(Kashihara et al., 2015).

Regarding a possible mechanism to induce an increase of GLP-1
sensitivity in B—cell population, peptide YY (PYY) -also secreted
by L cells of lleum-, could be related. PYY has been recently
reported as a regulatory peptide of metabolism from isolate mouse
islets. This hormone was able to control islet adaptions to insulin

deficiency/resistance through membrane receptor modifications
among other mechanisms (Khan et al. 2016). A rise of PYY plasma
concentrations after RYGB was documented in patients (Chronaiou
et al. 2012). These facts lead us to think about PYY as the possible
element to induce GLP-1 receptor overexpression in B—cell popu-
lation after the massive resectionof 50% of the small intestine. Even
though, a direct effect of GLP-1 on the B-cells can not be discarded,
as other authors reported in isolated treated islet (Xu et al. 2007).

Step by step, the physiophathological mechanisms and the con-
troversial role of GLP-1 on diabetes improvement after bariatric
surgery are being elucidated. In this way, the present study notes
the important role of ileal GLP-1 production on the increased pan-
creatic B-cell mass -due to proliferation processes-, after resection
of 50% of the small intestine. In addition, our data supports the
importance of jejunum exclusion in the improvement of type 2
diabetes after bariatric surgery.
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