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Introduccion

1.1 OBESIDAD: CONCEPTO, CAUSAS Y PATOLOGIAS
ASOCIADAS

1.1.1 Evolucion del hombre hacia la obesidad extrema

Aunque en las ultimas décadas el problema de la obesidad ha alcanzado niveles
muy altos en las sociedades industrializadas, lo cierto es que la obesidad es el resultado
de la interaccién entre la biologia del ser humano y la cultura a lo largo de la evolucion.
Los seres humanos tienen la capacidad de almacenar energia en forma de grasa durante
las épocas de abundancia de alimentos; esta es la teoria del denominado “genotipo
ahorrador” formulada por Neel en 1962 (Neel, 1962). Sin embargo, durante la evolucién
del ser humano estas épocas han sido escasas y no duraban mucho tiempo. Y es que
nuestros antepasados hacian frente a situaciones de escasez de alimentos, ademas de

tener un alto gasto energético debido a la gran actividad fisica.

Con el advenimiento de la agricultura y, mas intensamente con la llegada de la
Revolucion Industrial, la actividad fisica disminuye y la ingesta de alimentos aumenta,
haciendo que la obesidad se convierta en uno de los primeros problemas de salud de las

sociedades modernas (Bellisari, 2008).

El concepto de que la obesidad es un riesgo para la salud ya fue claramente
identificado en la Antigua Grecia por HipOcrates quien utilizé el término corpulencia
refiriendose a la obesidad y escribio “la corpulencia no es solamente una enfermedad
por si misma, sino el precursor de otras”. Casos de obesidad extrema han sido descritos
a lo largo de la historia apareciendo con mayor frecuencia a partir de los tiempos de
Galeno y del Imperio Romano, aunque la interpretacién del concepto de obesidad ha

variado segun la época (Bray, 2004).
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Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad morbida

1.1.2 Concepto de obesidad

La obesidad es una enfermedad metabdlica de origen multifactorial caracterizada
por una acumulacion excesiva de grasa corporal. Su prevalencia se ha incrementado
considerablemente en los Ultimos afios siendo considerada uno de los grandes

problemas de salud publica de los paises industrializados.

Segun las udltimas estimaciones mundiales de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) correspondientes a 2008, en general, mas de una de cada diez personas de
la poblacién adulta mundial era obesa. El sobrepeso y la obesidad son el quinto factor
de riesgo de defuncién en el mundo. Cada afio fallecen por lo menos 2,8 millones de
personas adultas como consecuencia del sobrepeso o de la obesidad. En el plano
mundial, el sobrepeso y la obesidad estan relacionados con un mayor numero de
defunciones que la insuficiencia ponderal. Por ejemplo, el 65% de la poblacion mundial
vive en paises donde el sobrepeso y la obesidad se cobran mas vidas que la insuficiencia
ponderal (WHO, 2015).

La OMS ha definido la obesidad como la epidemia del siglo XXI. Contribuye de
forma muy importante a la aparicion de enfermedades cronicas muy presentes en la
sociedad actual tales como, la diabetes, hipertension, aterosclerosis, dislipemias etc...
(Olshansky y cols., 2005), de ahi la gran importancia y necesidad de conocer mas a

fondo los deso6rdenes que en esta enfermedad se producen.

1.1.3 Causas de la obesidad

La obesidad es una enfermedad que deriva del desequilibrio energético. Si la
ingesta de energia excede al gasto, el resultado es la ganancia de peso (Hall y cols.,
2012). La obesidad tiene multiples causas y su desarrollo es consecuencia de una
compleja interaccion de factores genéticos, socioecondmicos, culturales y psicolégicos.
Las tasas de prevalencia estan incrementandose en todo el mundo de manera alarmante,
lo que indica que el principal motivo de aumento de peso no son las modificaciones
genéticas sino los cambios en los factores ambientales y en los habitos de vida. La

hiperfagia, una baja tasa metabdlica, tasas bajas de oxidacion de grasas y desajustes en
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Introduccién

la actividad del sistema nervioso simpatico caracterizan los modelos animales de

obesidad. Factores metabdlicos similares han sido descritos en los seres humanos

susceptibles a ganar peso (Galgani y Ravussin, 2008).

El peso y la composicion corporal en el individuo adulto permanecen

relativamente constantes por largos periodos de tiempo, a pesar de las fluctuaciones

diarias en la ingesta y gasto energético. El organismo posee mecanismos de regulacion

gue ajustan con precision el aporte de nutrientes y las demandas energéticas con el fin

de mantener una masa corporal estable. Esta claro que cambios en la ingesta o en el

gasto energético provocan modificaciones de procesos metabdlicos que tienden a

mantener la homeostasis. Aunque estos mecanismos homeostaticos se pueden ver

sobrepasados si las perturbaciones en el equilibrio energético son muy grandes.

Factores MMIW
genélicos epigeneélicoy
Factor
- S CAUSASDE LA Ao
Actvidad fisico dietéticosy
OBESIDAD tabdli
et Faxﬂ)r%(;ﬂrwaley
ambientoles Y ;
comportamiento-

Figura 1: Causas de la obesidad.

La regulacion del

peso corporal

requiere de mecanismos precisos de

retroalimentacion que controlen la masa corporal grasa (Galgani y Ravussin, 2008). El
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Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad morbida

desequilibrio continuo entre ingesta y gasto energético contribuye a la obesidad, aunque
también influyen factores como la distribucion de los macronutrientes en la dieta (Hall y
cols., 2012), los componentes del gasto energético (Blaak, 2009) y el metabolismo de
nutrientes especificos (Wycherley y cols., 2012). De los numerosos factores que estan
implicados en el desarrollo de la obesidad nos vamos a centrar en aquellos detallados en

la Figura 1.

1.1.3.1 Factores genéticos

Numerosos estudios han mostrado la influencia de factores genéticos en el
desarrollo de la obesidad. Los estudios realizados en niflos adoptados sugieren que el
indice de masa corporal (IMC) de un nifio adoptado esta correlacionado con el de sus
padres biolégicos en mayor medida que con sus padres adoptivos. Los estudios
realizados en gemelos demuestran una alta heredabilidad de la obesidad y la
importancia de las diferencias genéticas (Naukkarinen y 201%2). Las interacciones
gen-ambiente, gen-dieta y gen-gen contribuyen no solo a las diferencias en el desarrollo

de la obesidad, también a la repuesta a los tratamientos y a la intervencion.

El componente genético de la obesidad podria explicar entre un 40% y un 70%
de su varianza (Allison y cols., 1996). La ultima actualizacion del Mapa Genético de la
Obesidad Humana de 2006, cifra en 127 los genes candidatos para los cuales al menos
un estudio muestra una asociacion positiva con la obesidad (Rankinen y cols., 2006).
Estos estudios han permitido la identificacion de dos polimorfismos de un unico
nucleodtido asociados con la obesidad, uno en el intron del gen asociado a la masa grasa
y a la obesidad (FTO del ingl&st mass and obesity-associatédy otro en el gen del
receptor de la melanocortina 4 (MC4R del ingléglanocortin 4 receptor}; estos dos
polimorfismos de un unico nucle6tido tan solo explican el 2% de la varianza en el IMC

en el adulto (Frayling y cols., 2007, Loos y cols., 2008).

Aunque en algunos casos la obesidad se explica mediante un modelo
monogeénico, en la mayor parte de los casos parece resultar de interacciones poligénicas,
aunque no hay que obviar que en la inmensa mayoria de los casos, la obesidad es una

patologia con un complejo origen multifactorial.
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Introduccion

1.1.3.2 Epigenética y obesidad

La regulacion epigenética de la expresion génica ha emergido en los ultimos
tiempos como un factor que podria estar involucrado en las diferencias interindividuales
presentes en la obesidad. Los mecanismos epigenéticos pueden alterar la funcion de los
genes como respuesta a factores externos como la dieta, agentes farmacologicos o
toxinas ambientales (Jirtle y Skinner, 2007). Estos cambios en la actividad génica se
pueden propagar de una generacion celular a la siguiente. Asi, una misma secuencia de
nucledtidos en dos individuos puede expresarse o no en funcion de las marcas
epigenéticas especificas que presente. Los principales reguladores epigenéticos en las
células de mamiferos son la metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN) y la

modificacion de las histonas (Bollati y Baccarelli, 2010).

Uno de los factores de exposicidbn mas relevantes es la obesidad materna, la cual
puede inducir alteraciones epigenéticas en su descendencia que confieran mayor
susceptibilidad a desarrollar obesidad (McAllister y cols., 2009). Hay estudios que
muestran que genes relacionados con la obesidad, como la leptina y la pro-
opiomelacortina, estan regulados por mecanismos epigenéticos, estando relacionados

estos cambios epigenéticos con su desregulacion en la obesidad (Shen y cols., 2007).

1.1.3.3 Actividad fisica

Los seres humanos adultos mantienen un equilibrio entre los niveles de ingesta
de energia y gasto energético, tal y como se demuestra por la constancia del peso y la
composicion corporal. El gasto energético estd compuesto por tres componentes
fundamentalmente: el metabolismo basal, la termogénesis y la actividad fisica. De todos
ellos, solo la actividad fisica puede ser controlada por el propio individuo. Por otra
parte, la ingesta energética es totalmente voluntaria, por lo tanto los factores en lo que
se basa cualquier intento para reducir o controlar el peso son la dieta y el ejercicio

fisico.

Multiples estudios, han puesto de manifiesto la relacion existente entre niveles

bajos de actividad fisica y la obesidad (Marshall y cols., 2004, Soriguer y cols., 2003).

33



Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad morbida

Hay datos transversales que demuestran una asociacion inversa entre la actividad fisica
en el tiempo de ocio y el IMC, y otra asociacién, pero directa, entre el tiempo de estar
sentado y el incremento de IMC. Hay que tener en cuenta que, en las ultimas décadas,
ha disminuido considerablemente el esfuerzo fisico en el trabajo, lo que ha tenido cierta

repercusion en la prevalencia de obesidad (Chaput y Tremblay, 2009).

Otro factor a tener en cuenta en la actividad fisica son los cambios fisiologicos
gue se producen con la practica de ejercicio. Hay estudios que muestran que el ejercicio
fisico agudo provoca cambios en los niveles de hormonas secretadas por el tracto
intestinal, lo cual ayuda a explicar la supresion del apetito que se produce a corto plazo

después del ejercicio (Martins y cols., 2007).

1.1.3.4 Factores dietéticos y metabdlicos

Los carbohidratos, las proteinas y las grasas absorbidas son transformados en
sustratos que pueden ser, o bien oxidados para obtener energia para los diversos
procesos bioldgicos, o bien ser almacenados (Hall y cols., 2012). Hay estudios que se
centran en los efectos que los diferentes macronutrientes tienen sobre el metabolismo.
Se sabe que la composicion de los alimentos tiene un gran impacto sobre la sensacion
de saciedad; las proteinas hacen desaparecer la sensacion de hambre durante mas tiempo
gue los hidratos de carbono, mientras que los lipidos son los que menos influyen en la
sensacion de saciedad (Hall y cols., 2012). La variabilidad de la carga glucémica de los
alimentos afecta a los niveles de glucosa en sangre y por lo tanto, a la respuesta por
parte de la insulina (Foster-Powell y cols., 2002); dietas con bajo indice glucémico pero
con alta ingesta de grasas y proteinas parecen promover la saciedad (Johnstone y cols.,
2008). Otros estudios se han centrado en el efecto de las dietas con fructosa o el
consumo de bebidas que contienen sacarosa (Bray, 2010), asi como en el tipo de acidos
grasos que conforman la dieta; se ha descrito que la incidencia de obesidad es menor en

aguellas personas que consumen aceite de oliva (Soriguer y cols., 2009a).

Otro aspecto en la regulacion del peso corporal es la flexibilidad metabdlica, es
decir, la capacidad de obtener energia mediante la oxidacion utilizando como sustrato

carbohidratos o grasas en funcion del tipo de alimento ingerido, cambios en la demanda
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energética, factores ambientales... En individuos obesos este proceso no es tan
eficiente, de modo que una menor tasa de oxidacién de grasas conlleva un balance
energético positivo y una acumulacion de grasas (Astrup, 2011). El ajuste individual
entre la distribucion de macronutrientes de la dieta en funcioén de la capacidad oxidativa
podria jugar un papel crucial para permitir la estabilidad del peso corporal a corto y

largo plazo.

Recientemente se ha destacado el papel que la flora intestinal tiene sobre el
metabolismo energético y la capacidad de obtener energia del alimento ingerido. Dos
grupos principales de bacterias caracterizan la flora intestBetieroidetesy
Firmicutes cuya eficiencia metabdlica varia; los individuos obesos se caracterizan por
presentar una mayor proporcion Eiemicutesen su flora intestinal, los cuales tienen
una mayor capacidad de obtener energia de los alimentos (Turnbaugh y cols., 2006), lo

que contribuye a la ganancia de peso.

1.1.3.5 Factores ambientales, culturales y de comportamiento

El factor econdmico juega un papel importante en el desarrollo de la obesidad.
Existe una relacion inversa entre el coste de los alimentos y la densidad energética de
los alimentos; los alimentos ricos en azlcares y grasas son mas baratos que los
vegetales o los alimentos integrales. Numerosos estudios han evaluado la influencia del
nivel socio-econdmico sobre la obesidad; en paises desarrollados los individuos con
menor nivel socio-econdmico son los que padecen obesidad con una mayor frecuencia
(McLaren, 2007). El nivel educacional también se ha relacionado con la obesidad, asi el

riesgo de ser obeso es mayor en personas sin estudios (Soriguer y cols., 2004).

La cantidad de estudios que evaltan la asociacion entre las horas de suefio y el
riesgo de obesidad se ha incrementado en los ultimos afios. Numerosos estudios
encuentran asociacion entre una menor duracion del suefio y un aumento del IMC
(Cappuccio y cols., 2008, Gutiérrez-Repiso y cols., 2014). Los mecanismos por los que
la restriccion del namero de horas de suefio puede incrementar el riesgo de obesidad no
estan claros. Hay estudios que indican que la restriccion del suefio puede aumentar el

cansancio diurno y reducir la actividad fisica (Schmid y cols., 2009), aunque en este
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sentido hay resultados contradictorios (Haghighatdoost y cols., 2012, Patel y cols.,
2006). Se ha encontrado que la restriccion de suefio durante periodos cortos de tiempo
incrementa la ingesta de alimentos (Brondel y cols., 2010). Otros estudios han
determinado que las personas que duermen menos ingieren mas grasas y hacen dietas,

en general, de peor calidad (Haghighatdoost y cols., 2012).

Los disruptores endocrinos son sustancias quimicas que podemos encontrar en
pesticidas, compuestos usados en la fabricacion de plasticos y articulos de consumo,
residuos industriales contaminantes.... que en el organismo humano acttan alterando el
equilibro hormonal. Estos disruptores endocrinos han sido asociados con el incremento
de prevalencia de obesidad; actian alterando el metabolismo de lipidos, la tasa
metabdlica basal, la regulacion del apetito... (McAllister y cols., 2009, De Coster y van
Larebeke, 2012).

1.1.4 Clasificacion de la obesidad

Las medidas antropométricas que se utilizan en la valoracion del peso corporal y
la obesidad son varias: circunferencia de la cintura, ratio cintura-cadera, IMC, ratio

cintura-altura...

Tabla 1: Clasificacién propuesta por la OMS segun el IMC.

Tipificacion Valores limites de IMC (kg/nt)
Infrapeso <18.5
Normopeso 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad grado | 30-34.9
Obesidad grado I 35-39.9
Obesidad grado Il (mérbida) >40
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Por consenso cientifico, hace unos afios se acepté el IMC como método de
clasificacion del peso corporal. EI IMC se define como el cociente entre el peso en
kilogramos y el cuadrado de la talla en metros. Aunque el IMC no es un buen indicador
de adiposidad en individuos musculados como deportistas, y en ancianos, es el indice
utilizado por la mayoria de estudios epidemioldgicos. La OMS propone una
clasificacién de la obesidad en funcion del IMC (WHO, 2000), que se recoge en la
Tabla 1.

La Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad (SEEDO) y la Sociedad
Espafola de Cirugia de la Obesidad (SECO) han elaborado un documento de consenso
que permite a los distintos profesionales implicados en el tratamiento de la obesidad
morbida una orientacién practica a la hora de desarrollar sus propios protocolos en su
ambito de trabajo. La SEEDO especifica dos categorias para la obesidad maérbida: 40-
49.9 kg/n? (obesidad mérbida) ¥50 kg/nf (superobesidad mérbida), ya que desde el
punto de vista quirdrgico tiene implicaciones a la hora de seleccionar la técnica mas
adecuada. Ademas la Sociedad Americana de Cirugia Bariatrica y la SECO incluyen
una tercera categoria, la que corresponde a pacientes cor BORg/nf (Tabla 2)

(Rubio, 2004).

Tabla 2: Criterios propuestos para definir la obesidad en grados segun el IMC.

Tipificacion Valores limites de IMC (kg/nt)
Obesidad grado | 30-34.9
Obesidad grado Il 35-39.9
Obesidad grado Il (Obesidad Morbida) 40-49.9
Obesidad grado IV (Superobesidad) 50-59.9
Obesidad grado V (Super-superobesidad) >60
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1.1.5 Concepto de Obesidad Morbida

En los afios ochenta, Van ltallie describié por primera vez el término de
obesidad morbida para referirse al grado de obesidad que compromete la esperanza de
vida del individuo (Van Itallie, 1980), un tipo de obesidad rebelde a cualquier tipo de
tratamiento médico y que predispone a graves enfermedades y trastornos psicosociales.
Esta forma severa de obesidad se define como aquellas personas que presentan un valor

de IMC mayor o igual a 40 kg/fm

Numerosos estudios han demostrado un incremento de la mortalidad y
morbilidad en pacientes obesos, de forma que cuanto mayor es el sobrepeso mayor es el
riesgo vital (Flegal y cols., 2013). Diversos estudios han encontrado una asociacion
entre el IMC y la mortalidad, describiendo una relacion en J o U entre el IMC y los afios
de vida perdidos (Fontaine y cols., 2003). En el caso de la obesidad morbida, los riesgos
se incrementan de manera drastica, estando su supervivencia limitada por enfermedades
coronarias, hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), sindrome de apnea del
suefo y artrosis, entre otras (Sjostrom, 1992).

Esta enfermedad crbnica presenta una tendencia epidémica en los paises
industrializados. En EE.UU. paso de una prevalencia de 0.78% en 1990 al 2.2% en 2000
(Freedman y cols., 2002). En nuestro pais los ultimos datos del estudio Di@bet.es
presentan una prevalencia de obesidad mérbida ajustada por edad y sexo de 2.34%
(1.89-2.79 IC 95%) (datos no publicados). Los datos disponibles reflejan que, en
general, la prevalencia de obesidad morbida es mayor en mujeres y que tiende a

aumentar con la edad principalmente en la poblacién femenina.

1.1.6 Patologias asociadas a la obesidad

La obesidad es un factor de riesgo muy importante para el desarrollo de
enfermedades cronicas de gran prevalencia en paises desarrollados, como la
hipertension, dislipemia y DM2. Otras enfermedades que estan incrementadas por el
exceso de grasa corporal son: enfermedad isquémica coronaria, accidente vascular

cerebral, sindrome de hipoventilacion y apnea del suefio, esteatohepatitis no alcohdlica,
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colelitiasis, osteoartrosis e infertilidad (Guh y cols., 2009). Asimismo, existen estudios
gue asocian la obesidad moérbida con un mayor riesgo de desarrollar diversos tipos de
cancer (Kaidar-Person y cols., 2011).

1.1.6.1 Hipertension

Numerosos estudios han mostrado que existe una asociacion entre obesidad e
hipertension. El riesgo de padecer hipertension es 3.5 veces mayor en pacientes obesos
que en individuos normo-peso (Kotchen, 2010). Un 5% de ganancia de peso incrementa
la probabilidad de padecer hipertension en un 20-30% (Vasan y cols., 2001), mientras
que una reduccion de peso conlleva una disminucién de la presion arterial (Dall'Asta y
cols., 2009).

Los mecanismos gue relacionan la obesidad con la hipertension son complejos e
incluyen desajustes en multiples sistemas: incremento en la actividad del sistema
renina-angiotensina-aldosterona, incremento en la actividad del sistema nervioso
simpatico, desregulaciones metabdlicas como la hiperinsulinemia, alteraciones en la
secrecion de adipoquinas y posibles dafios en el tejido adiposo perivascular

(Aghamohammadzadeh y Heagerty, 2012).
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Figura 2: Prevalencia de hipertension en Espafa segun categorias de IMC. Datos
del Estudio Di@bet.es (datos no publicados).
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1.1.6.2 Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2 se asocia estrechamente con la obesidad en ambos sexos y en todos los
grupos étnicos. Mas del 80% de los casos de DM2 se pueden atribuir a la obesidad.
Asociaciones muy claras han sido descritas en grupos étnicos con alta susceptibilidad a
la DM2, como es el caso de los indios Pima de Arizona, que presentan una tasa de
prevalencia de obesidad y diabetes del 60% y del 40% respectivamente en adultos. En
un estudio longitudinal con 23 afios de seguimiento, se determind que la obesidad esta
fuertemente asociada a la incidencia de DM2, incluso en sujetos sin antecedentes
familiares de esta enfermedad (Knowler y cols., 1991).
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Figura 3: Principales patologias asociadas a la obesidad.

El riesgo de DM2 se incrementa con el grado y la duracion de obesidad.

Estudios como elNurses’ Health Studycon 14 afos de seguimiento encontraron que
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el riesgo mas bajo de DM2 se asocia con un IMC inferior a 22°kgiorementandose

gradualmente con el aumento del IMC (Colditz y cols., 1995).

El efecto de la obesidad como factor de riesgo para el desarrollo de DM2 es mas
fuerte en la etapa de adulto joven. En el estuBurdpean Prospective Investigation
into Cancer and Nutrition-Potsdam Stidia ganancia de peso en la etapa adulta entre
25-40 afos se asocio con un mayor riesgo y un inicio mas temprano de la enfermedad

gue la ganancia de peso después de los 40 afios (Schienkiewitz y cols., 2006).

Se ha estimado que los individuos con IMC superior a 40°ktjémen siete
veces mas probabilidad de desarrollar DM2 que aquellos individuos normo-peso
(Mokdad y cols., 2003). Ademas la ganancia de peso incrementa el riesgo de desarrollar
DM2 tanto en hombres como en mujeres. De manera que ganancias ponderales entre 8-
10 kg de peso incrementan el riesgo relativo en 2.7. Por otro lado, la pérdida de peso se

asocia con una reduccién del riesgo de desarrollar DM2.
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Figura 4: Prevalencia de DM2 en Espafia segun categorias de IMC. Datos del
estudio Di@bet.es (datos no publicados).

La DM2, al igual que la obesidad, es una enfermedad de origen multifactorial
donde la predisposicion genética juega un papel muy importante junto con los factores

ambientales. Numerosos estudios han evaluado el papel de la heredabilidad en el
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desarrollo de la DM2. Estudios realizados en casos de adopciones cifran en un 30-70%

el peso del componente hereditario en la DM2 (Meigs y cols., 2000).

a. Resistencia a la insulina

La insulina, secretada en respuesta a un incremento de la concentracién de
glucosa, reduce los niveles de glucosa circulantes ya que favorece la captacién de
glucosa por parte del musculo esquelético y el tejido adiposo, e inhibe la
gluconeogénesis (Taniguchi y cols., 2006). Ademas la insulina regula numerosas rutas

metabolicas como son la glucogénesis, lipogénesis y sintesis de proteinas (Kahn, 1994).

La DM2 esta causada por la combinacion de un incremento de la resistencia a la
insulina en los tejidos periféricos y la pérdida de actividad de la ¢ekiael pancreas
(Saltiel, 2001). El concepto de resistencia a la insulina se basa en la disminucién de la
accion biolégica de la insulina, especialmente sobre sus tejidos diana: muasculo
esquelético, higado y tejido adiposo. La falta de accion insulinica condiciona
inicialmente el incremento de glucemia postprandial seguido en el tiempo de
hiperglucemia basal. La secrecion de insulina se va incrementando hasta que acaba
claudicando la secrecion de la cél@lale forma progresiva como consecuencia de la

hiperglucemia cronica, dando lugar finalmente a la DM2 e hipoinsulinemia.

La insulina activa numerosas rutas de sefalizacion en todos aquellos tejidos
donde se expresa el receptor transmembrana de la insulina. La ruta mediada por el
sustrato del receptor de insulina (IRS, del ingigsulin receptor substrate) y por la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K, del inglépliosphatidylinositol 3-kinasges la que
juega un papel fundamental en las acciones metabdlicas de la insulina, lo que sugiere
que alteraciones de esta ruta pueden contribuir al desarrollo de la resistencia a la
insulina. De hecho, en modelos animales, la disrupcion del gen IRS1 desemboca en un
incremento de la resistencia a la insulina principalmente en muasculo y tejido adiposo,
mientras que la disrupcion del gen IRS2, no solo provoca resistencia a la insulina en
musculo, higado y tejido adiposo, sino que también desencadena el desarrollo de DM2

como resultado de fallos en la céluléevis y cols., 2000).
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El receptor de la insulina es un heterotetramero formado por dos subunidades
y por dos subunidadglsque se encuentran unidas por puentes de disulfarmsulina
se une a la subunidaddel receptor de insulina y activa la tirosin quanpsesente en la
subunidadB. Una vez que la tirosin quinasa del receptor deliimes es activada, ésta
promueve la autofosforilacion de la subuniacsi como la fosforilacion de una serie
de residuos de tirosina presentes en IRS. La activacion de IRS mediante su fosforilacion
provoca la activacion de PI3K y Akt. Todo ello conlleva un incremento del transporte
de glucosa, una activacion de la sintesis de glucagon e inhibicidon de la gluconeogénesis
(Grimmsmann y cols., 2002, Taniguchi y cols., 2006). La no activacion de la ruta donde
participan PI3K/Akt esta asociada con intolerancia a la glucosa y resistencia a la
insulina, asi como a un incremento de la expresion de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK, del ingléphosphoenolpyruvate carboxykinage la
glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) (Whiteman y cols., 2002).

Insulina
E _ TNF
Glucosa Receptorde [ @]
!E l GLUT-4 insulina v ,( s TNFR1 Membrana
s> . S ) / :
TE = 3 .
€ @ RS ¥ 8§08
PKCA P 1 \ JNK I
» g PIP3 \ é{B) c l
II / ™ _AQRSH 2 (IKK
— / — AKT * £
GLUT- D T
\ \ PKC®O 5
v / c-Ra
\ e, GRB10\ |
5 A MEK1
% TRAMPK 12
N |
(BAD) Sintesis de
GSK-3 —— mTOR ERK

i glucégeno ;
! R70S6K)_____; Sintesis de

proteinas

¥ " Nicleo
AFX &
l /,/ AKT ERK
Apoptosis «— FKHR\/ 1 \Crecimiento /
EKHRLA y diferenciacion

Figura 5: Ruta de sefializacion de la insulina.
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PI3K es una familia de enzimas que catalizan la fosforilacion de los
fosfatidilinositoles, para dar como producto fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. La
funcién de los fosfolipidos como mensajeros consiste en permitir el anclaje de quinasas
a la membrana plasmatica, con el fin de que estas puedan interaccionar con sus sustratos
y fosforilarlos. PI3K participa en el control de numerosas funciones fisioldgicas, entre

ellas en la homeostasis de la glucosa (Vanhaesebroeck y cols., 2001).

PI3K clase | esta formada por heterodimeros compuestos por una subunidad
catalitica (p110) y una subunidad reguladora (p85), es la mas estudiada y se divide en
clase IA y clase IB. La clase IA contiene cinco posibles subunidades reguladoras (p85-
a, p85f, p55v, p554, p504), la cual se une a una de las subunidades ceadal{fd 10-

a, p1108, o pll0s). Se ha descrito que p85 participa en la estabibrade la
conformacion de la subunidad catalitica y en la inhibicion de su actividad quinasa (Yu y
cols., 1998).

En fibroblastos de embriones de raton (Ueki y cols., 2002) y en células hepaticas
de raton (Mauvais-Jarvis y cols., 2002) se ha descrito la presencia de un exceso de p85
con respecto de pl110, aunque existe un balance entre la cantidad de monémeros de p85
libres y la cantidad de heterodimeros p85-p110, siendo estos ultimos los responsables de
la actividad PI3K (Ueki y cols., 2002, Mauvais-Jarvis y cols., 2002). Tanto p85 libre
como el heterodimero p85-p110 compiten por los mismos sitios de union a las proteinas
IRS; p85 en su forma monomeérica no es capaz de transmitir sefial pero inhibe la via de
sefalizacion del dimero p85-p110 al competir por sus sitios de union. Por lo tanto, un
desequilibrio de este balance puede provocar alteraciones en la actividad PI3K
(Giorgino y cols., 1997). Un exceso de la subunidad reguladora ha sido descrita en
humanos con resistencia a la insulina inducida nutricionalmente (Cornier y cols., 2006),
en mujeres embarazadas con resistencia a la insulina (Kirwan y cols., 2004) y en
pacientes con DM2 (Bandyopadhyay y cols., 2005). Bien es cierto que existen ciertas
evidencias experimentales que ponen en entredicho este modelo de exceso de p85 con

respecto de p110 (Geering y cols., 2007, Brachmann y cols., 2005).

Las consecuencias clinicas de la resistencia a la insulina y el hiperinsulinismo
compensador que la acompafia son muy variadas y se asocian a una serie de alteraciones

metabdlicas que condicionan finalmente un incremento del riesgo cardiovascular. Se
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han propuesto varios mecanismos para unir la obesidad a la resistencia a la insulina y a

la predisposicion a desarrollar DM2:

1. Incremento en la produccion de adipoquinas/citoquinas, incluyendo al factor
de necrosis tumoral- (TNF-0, del inglés tumor necrosis factoe),
resistina y la proteina de union al retinol 4, que contribuyen a la resistencia a
la insulina, asi como la disminucion de niveles de adiponectina (Deng y
Scherer, 2010).

2. Los depositos de grasa ectopica, en concreto en el higado y tal vez también

en el musculo esquelético (Larson-Meyer y cols., 2011).

3. La disfuncién mitocondrial, evidenciada por la disminucién de la masa y/o

actividad mitocondrial (Bournat y Brown, 2010).

1.1.6.3 Dislipemia

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de mortalidad a nivel
mundial (WHO, 2013). Las principales entidades clinicas de la enfermedad
cardiovascular son la enfermedad arterial coronaria, el infarto isquémico y la
enfermedad arterial periférica. Los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular son
multifactoriales e incluyen la edad, pertenecer al sexo masculino, el tabaquismo, la falta

de actividad fisica, los habitos alimenticios, la presion arterial y las dislipemias.

El término dislipemia, o niveles de lipoproteinas elevados o disminuidos, abarca
un amplio espectro de anormalidades lipidicas. Las dislipemias pueden ser secundarias
y relacionadas asi a otras enfermedades, o primarias y ser debidas a una predisposicion

genética y a factores ambientales.

El perfil lipidico que se asocia con la obesidad se caracteriza por una elevacion
moderada de triglicéridos, bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL-c, del
inglés “high density lipoprotein-cholestero)’y la presencia de lipoproteinas de baja
densidad (LDL-c, del inglé4ow density lipoprotein-cholestero)’ pequefias, densas y

muy aterogénicas. Aunque los niveles de colesterol total y de LDL-c no son

45



Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad morbida

significativamente diferentes al de los individuos normo-peso, la presencia de estas
particulas densas de LDL-c incrementa de manera significativa el riesgo cardiovascular.
Otras anormalidades que se encuentran son la hipertrigliceridemia postprandial y el
incremento de los niveles de apoliproteina B-100 (apo B-100). Dos mecanismos
contribuyen fundamentalmente a la hipertrigliceridemia: el incremento de la sintesis
hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, del irigl¥g low density
lipoprotein”) por la afluencia de acidos grasos procedentes del tejido adiposo visceral, y
la disminucion del catabolismo de las VLDL por accion de la lipoproteina lipasa (LPL),

una enzima dependiente de la insulina (Ferns y cols., 2008).

En estudios poblacionales se ha puesto de manifiesto que las dislipemias
asociadas a la obesidad aparecen desde la infancia y se incrementan con la edad
(Wattigney y cols., 1991). La hipertrigliceridemia, ademas de con la obesidad, se asocia
con la resistencia a la insulina, siendo un factor de riesgo para el desarrollo de DM2
(D'Agostino y cols., 2004) y de enfermedades cardiovasculares (Hopkins y cols., 2003).
Estudios epidemioldgicos prospectivos han mostrado una asociacion positiva entre los
niveles circulantes de triglicéridos y el riesgo de padecer enfermedad coronaria (Sarwar
y cols., 2007). Los niveles de triglicéridos en sangre también correlacionan con el IMC.
Usando como punto de corte un valor de triglicéridos >150 mg/dl se encontré en
EE.UU. una prevalencia de hipertrigliceridemia del 27.5% para los individuos con un
IMC inferior a 25 kg/m, 31% para aquellos con IMC entre 25 y 30 Kgjndel 36%
para los individuos con un IMC superior a 30 kg(@handehari y cols., 2009).

Los tratamientos no farmacolégicos para la dislipemia incluyen la reduccion de
peso, el incremento de la actividad fisica y la modificacién de la dieta. El consumo
diario de acido graso omega-3 junto con la reduccién de la ingesta de grasas saturadas y

de energia ayudan a reducir los niveles de triglicéridos plasmaticos.
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1.1.7 Tratamiento de la obesidad

La intervencion en la modificacion del estilo de vida para los pacientes obesos,
combina recomendaciones especificas sobre la dieta y el ejercicio con los

procedimientos y las estrategias conductales y cognitivas.

La orientacion terapéutica de los nuevos tratamientos farmacologicos hacia la
disminucién de la ingesta calérica y el aumento del gasto energético total, en el contexto
de una regulaciéon neurohormonal muy compleja del balance energético, pueden hacer
de ellos una herramienta util para lograr la pérdida de peso en el tratamiento global de la

obesidad.

La dieta esta asociada con una modesta pérdida de peso que no es representativa
para este tipo de pacientes. Ademas, en la mayoria de casos la pérdida de peso no se
mantiene en el tiempo y es facilmente recuperado (Kraschnewski y cols., 2010). El
tratamiento farmacoldgico consigue pérdidas de peso alrededor del 10% a medio plazo
(Padwal y cols., 2003). Sin embargo, a largo plazo la practica totalidad de los que han

intentado perder peso vuelve a recuperarlo en un plazo inferior a 5 afos.

Debido a los fracasos en el tratamiento dietético y la limitada eficacia de los
tratamientos farmacolégicos, la cirugia bariatrica es el Unico tratamiento que puede
mejorar las expectativas a largo plazo, mas de cinco afios, y reducir las comorbilidades

severas asociadas en pacientes con obesidad morbida.

1.1.8 Cirugia de la Obesidad Morbida

La cirugia de la obesidad moérbida o cirugia bariatrica es una cirugia
gastrointestinal que representa el Ultimo recurso en pacientes en quienes han fracasado
otros tratamientos de tipo conservador, como la dieta, el ejercicio fisico o el tratamiento

farmacoldgico.

Se ha establecido que un paciente con obesidad deberia ser candidato a cirugia
bariatrica cuando el IMC fuese superior a 40 Kg/m superior a 35 kg/mcon
comorbilidades asociadas (NIH, 1996).
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Se considera que la evolucion de las enfermedades asociadas a la obesidad
morbida es paralela a la pérdida de peso. Apenas con pérdidas del 10-20% de peso,
podemos observar mejoria, cuando no curacién, de alguna o de todas las enfermedades

asociadas hasta en un 90% de los pacientes.

Son muchas las técnicas que se han desarrollado en los ultimos afos, quizas
debido a que no hay ninguna técnica eficaz en todos los pacientes y a que ninguna de
ellas esta exenta de complicaciones. El abordaje laparoscépico en estas cirugias también
ha tenido un gran impacto dentro de este campo, ofreciendo claras ventajas como son la
reduccion de la estancia hospitalaria, menor dolor y una recuperacion postoperatoria

mas temprana.

La cirugia de la obesidad cuenta con una serie de técnicas que han ido

evolucionando a lo largo de los afios. Se pueden clasificar en tres grandes grupos:

» De procesos malabsortivos: Reducen el acceso del alimento ingerido a
aguellas partes del intestino delgado donde la absorcion de nutrientes

tiene lugar.

» De procesos restrictivos: Tienen por objetivo limitar la ingestion de
alimentos mediante la reduccion de la cavidad gastrica a menos de 30 ml,

provocando asi la sensacion de saciedad.

» De procesos mixtos: malabsortivos/restrictivos.

1.1.8.1 Procedimientos malabsortivos
a. Bypass yeyunocolico/yeyunoileal

Son el primer tipo de intervencion de cirugia bariatrica que se ide6. Dentro de
sus variantes estan el bypass yeyunocodlico y el yeyunoileal y en ambas se produce un
sindrome de intestino corto extremo. La cirugia consiste en seccionar el yeyuno
proximal y anastomosarlo al ileon terminal o al colon transverso dejando como asa
ciega practicamente todo el intestino delgado. Aunque la pérdida de peso era muy

efectiva acarreaba graves consecuencias metabdlicas: alteraciones electroliticas,
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deshidratacion, diarrea y fallo hepatico, entre otras, lo que finalmente requeria deshacer
el bypass. Estas consecuencias llevaron al abandono de esta técnica en los afios ochenta

y a la busqueda de otras alternativas.

b. Derivacion biliopancreética

En 1976, Scopinaro inicié trabajos experimentales en perros con la intervencion
gue él denomind bypass biliopancreatico, que aun conservando la esencia del bypass

yeyunoileal resolviese sus problemas.

Bolsa del
estdmago

. Derivacién
biliopancreatica
(DBP)

Intesting

FADAM.

Figura 6: Derivacion biliopancreatica

La técnica quirurgica inicial consiste en una reseccion parcial del estomago, y la
pequefia bolsa remanente se conecta directamente al segmento final del intestino
delgado, evitando completamente el paso a través de la parte superior del intestino. La
pérdida de peso se produce porque la mayoria de las calorias y nutrientes son dirigidos
al colon donde no son absorbidos (Figura 6).

Esta técnica ha superado la prueba del tiempo. En lo referente a la pérdida de
peso, los resultados son excelentes, pero no es una técnica exenta de complicaciones.
Las secuelas inmediatas mas comunes son flatulencia postprandial y esteatorrea. A

medio y largo plazo son bien conocidas la ferropenia, el déficit en la absorcion de calcio
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con incremento de la reabsorcidn 0sea, anemia, elevacion de paratirina o déficit de

vitaminas liposolubles (A, K, D).

1.1.8.2 Procedimientos restrictivos
a. Gastroplastia vertical

En 1981 Fabito introduce el concepto de gastroplastia vertical y, ese mismo afio,
Laws fue quizas el primero en asociar al grapado en continuidad gastrico un anillo de
silastic para calibrar el orificio de salida y asi impedir que su dilatacion facilitase el
vaciamiento del reservorio. Mason modificé la técnica asociando un orificio que

atravesaba todo el estdbmago y facilitaba la colocacion del grapado y la anilla.

Este tipo de técnica es menos agresiva al respetar la fisiologia de la digestion y
la absorcion de nutrientes; sin embargo en cuanto a la pérdida de peso tiene una menor

efectividad.

b. Banda gastrica

Es la técnica menos agresiva de las restrictivas y ademas es totalmente
reversible. En 1985, Kuzmak coloca la primera banda ajustable, con un anillo de
silicona dotado con una camara interior expansible conectada a un reservorio
subcutaneo que permite ajustar el calibre de la banda vy, por tanto, el orificio gastrico. El
disefio de bandas para colocacién laparoscopica, junto con el perfeccionamiento técnico

y las bajas complicaciones ha expandido el uso de esta técnica.

Las complicaciones intraoperatorias son escasas Yy las secuelas metabdlicas

practicamente inexistentes.
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C. Gastrectomia tubular

Esta técnica es la primera parte del cruce duodenal y consiste en la extirpacion
del 80% del estbmago. Se comenzd a utilizar como un primer tiempo del cruce
duodenal, para adelgazar al paciente antes de proceder a la segunda parte y se vio que
tenia muy buenos resultados a corto plazo, por lo que se empezé a utilizar como técnica

Unica.

Este tipo de técnica no produce las complicaciones de la malabsorcién. Ademas
permite una segunda operacién para completar el bypass bilioprancreatico si fuera
necesario. Otra de las ventajas es que aunque no sea reversible, el estbmago se distiende
con el tiempo y permite una comida casi hormal sin consecuencias serias a largo plazo.

1.1.8.3 Procedimientos mixtos
a. Bypass gastrico

Mason fue el pionero y precursor de las diferentes variantes de bypass gastrico

Yy, posteriormente de las gastroplastias.

Estémago

Bypass gastrico en
Y de Roux: se hace
una derivacion de -
una gran porcion » s Conexién
del estéomago y (4 . \ w5
del duodeno

Figura 7: Bypass gastrico
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El procedimiento de bypass gastrico en Y de Roux (RYGB, del inglés “Roux-en-
Y gastric bypasg’ consiste en la creacién de un reservorio gastrico a partir de una
pequefia porcion de estdbmago y su unién directa al intestino delgado, evitando asi el
paso de alimentos a través de una gran parte del estbmago y del duodeno. El reservorio
gastrico resultante es demasiado pequefo para albergar grandes cantidades de alimento.
Ademas, la absorcion de grasa se reduce sustancialmente al evitarse el paso por el
duodeno (Figura 7).

Las complicaciones son mucho menores que las de la derivacion
biliopancreatica y se deben a la exclusion del duodeno y del yeyuno proximal de la
absorcion de nutrientes. Entre ellas destaca la anemia y el déficit de calcio. EI dumping
o sindrome de vaciado rapido es un efecto secundario que puede ser “beneficioso”, ya
gue limita la ingesta de azUcares refinados en los pacientes. A pesar de ello, son mas las
ventajas que los inconvenientes que de ella se derivan. Comorbilidades como
hipertension, DM2, apnea obstructiva del suefio, reflujo y asma se resuelven o mejoran
en el 80-100% de los casos. La calidad de vida a corto plazo mejora en todos los
pacientes, sobre todo en mujeres con DM2. Por todo ello, el bypass géastrico se ha

consolidado en nuestros dias como una técnica de referencia.

1.1.9 Cirugia metabdlica

Més del 60% de los sujetos con DM2 son obesos (Kramer y cols., 2010) y la
frecuencia se incrementa de manera desproporcionada en aquellos sujetos con un mayor
grado de obesidad (Gregg Yy cols., 20@&l)tratamiento de la DM2 hasta ahora se ha
basado en modificaciones del estilo de vida y la dieta, asociadas a tratamiento
farmacolégico con hipoglicemiantes orales o insulinas. La pérdida de peso deberia ser el
principal objetivo del tratamiento en individuos obesos con DM2, pero sin embargo,
con los tratamientos convencionales dificilmente se consigue. De hecho, la ganancia de
peso es una de las principales complicaciones del tratamiento con sulfonilureas, insulina
o tiazolidinedionas. La falta de un tratamiento farmacolégico, junto a las modificaciones

del estilo de vida y la dieta que traten el exceso de peso en pacientes con obesidad
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severa, hacen de la cirugia bariatrica una alternativa para el tratamiento de la obesidad y

la resolucion de las comorbilidades asociadas.

La cirugia bariatrica fue inicialmente ideada para tratar la obesidad mérbida y se
consideraba adecuada para sujetos con un IMC superior a 4%) kgpera individuos
con un IMC superior a 35 kgfny con comorbilidades asociadas a la obesidad, tales
como la DM2, la hipertension o la enfermedad cardiovascular (NIH, 1996). Numerosos
son los estudios que evaltan la pérdida de peso con la cirugia bariatrica, asi como la
resolucion de las distintas comorbilidades asociadas a la obesidad. Diversos estudios
caso-control que incluyen pacientes con DM2 y un IMC de al menos 35 kgim
demostrado una mejora sustancial en el control metabdlico e incluso la remision de
diabetes. Ademas, la cirugia bariatrica puede prevenir de manera eficaz la progresiéon de
la tolerancia alterada a la glucosa hacia DM2 en individuos obesos mérbidos. Un
reciente meta-analisis que incluia 621 estudios realizados entre el 1 de enero de 1990 y
el 30 de abril de 2006, y un total de 135.246 pacientes con una media de IMC de 47.9
kg/m?, de los cuales el 80% eran mujeres, estima una pérdida de peso general de 38.5 kg
o del 55.9%. En un 78.1% de los casos, la DM2 remitié y mas de dos afios después de la
intervencion, en un 62% se mantuvo esta remision; los niveles de insulina disminuyeron
significativamente después de la intervencion, asi como los de hemoglobina glicosilada
(HbAlc) y la glucosa en ayunas (Buchwald y cols., 2009). La cirugia bariatrica también
esta asociada a una mejora del sindrome de apnea obstructiva del suefio (Fritscher y
cols., 2007)asi como a una reduccion de la mortalidad global (Pontiroli y Morabito,
2011), siendo reducida la mortalidad especifica asociada a DM2 en mas de un 90%
(Adamsy cols., 2007).

Una revision Cochrane de 2009 que incluye estudios realizados con pacientes
con y sin DM2 concluye que la pérdida de peso es mayor con los procedimientos de
cirugia bariatrica que con los tratamientos convencionales en sujetos obesos con un
IMC superior a 30 kg/f y que esta acompafiada de una mejoria en las comorbilidades
como la DM2, hipertension y una mejoria en la calidad de vida. En este estudio se
estimo que la tasa de remisién de la DM2 oscilé entre el 57% y el 95% dependiendo del
procedimiento quirargico asi como de la definicidbn de remisién empleada (Cglquitt
cols., 2009).
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La comparacion directa entre estudios resulta compleja debido a inconsistencias
metodoldgicas, la duracidon y la severidad de la DM2, asi como la propia definicion de
remision de diabetes. La Asociacion Americana de Diabetes incluye en su definicién de
remision de diabetes un valor de HbA46%, asi como unos niveles de glucosa en

ayunas normales con una ausencia de medicacion de al menos un afo.

1.1.9.1 Cirugia metabdlica versus tratamiento medico intensivo

A pesar de que son numerosos los estudios que muestran los efectos
beneficiosos de la cirugia bariatrica sobre la remision de la DM2, pocos estudios
evallan la eficacia de la cirugia bariatrica frente a los tratamientos meédicos

convencionales en pacientes con obesidad morbida y DM2.

Un estudio aleatorio controlado, recientemente publicado, evalla la remision de
la DM2 en 60 sujetos con un IME 35 kg/nf, una duracién de la DM2 de al menos
cinco afos y un valor de HbA1e7%. Estos sujetos fueron asignados de manera
aleatoria a tres grupos: uno recibié tratamiento médico convencional, otro se someti6 a
bypass gastrico y otro a diversién biliopancreética. A los dos afios se evalud la remisiéon
de la DM2 que se definié como una glucosa en ayunas inferior a 100 mg/dl y una valor
de HbAlc menor de 6.5% en ausencia de tratamiento farmacolégico. En el grupo que
recibié tratamiento médico ningun caso de remision fue descrito, mientras que en el
75% de los pacientes que fueron sometidos a bypass gastrico y en el 95% de los que
fueron sometidos a diversion biliopancreatica la DM2 remitié (Mingrone y cols., 2012).
Un estudio de similares caracteristicas observd un mejor control glucémico y un
aumento de la sensibilidad a la insulina en los pacientes sometidos a bypass gastrico con
respecto a los pacientes obesos sometidos a tratamiento médico intensivo. Ademas, la
pérdida de peso fue similar en los pacientes sometidos a bypass gastrico y a
gastrectomia, aunque solo en el caso del bypass gastrico la funcion de |& célula

pancreatica se restauro (Kashyap y cols., 2013).
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1.1.9.2 Cirugia bariatrica en pacientes con IMC<35 kg/my con DM2

Estudios recientes muestran que la cirugia bariatrica también es efectiva para la
remision de la DM2 en pacientes con un IMC entre 30 y 35k@wohen y cols., 2012).
La cirugia metabdlica para este tipo de pacientes esta contemplada por la Federacion
Internacional de Diabetes (Dixon y cols., 2011) y por el grupo de trabajo de Obesidad
de la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricion (Lecube y cols., 2012) para
pacientes con un pobre control glucémico y con factores de riesgo cardiometabdlico

asociados en los que los tratamientos alternativos no han tenido éxito.

Un reciente meta-analisis de 13 estudios con pacientes diabéticos y con IMC
inferior a 35 kg/m y con un seguimiento entre 6 y 18 meses, muestra ademas de la
resolucion de las distintas comorbilidades asociadas a la diabetes, que un 80% de los
pacientes lograron un adecuado control glucémico (HbAlc <7%) sin medicacion para la
DM2. Ademas, la tasa de complicaciones producidas por la cirugia fue baja (3.2%) sin
registrarse ningun caso de mortalidad (Li y cols., 2012). El mejor control glucémico
después de la cirugia metabdlica no solo previene o disminuye las complicaciones
microvasculares de la DM2, sino que también contribuye a la disminucién del riesgo

macrovascular (Shah y cols., 2010).

1.1.9.3 Posibles mecanismos que contribuyen a la remisién de la DM2

Los mecanismos por los cuales la cirugia bariatrica produce una rapida mejoria
de la hiperglucemia, una reduccion de la resistencia a la insulina hepatica y una mejora
de la secrecion de insulina son poco conocidos, aunque la pérdida de peso tiene un papel
muy importante en la mejora de la DM2. Hay evidencias que muestran efectos
beneficiosos de la cirugia bariatrica en el control glucémico de sujetos con IMC <35
kg/m? y con DM2 (Reis y cols., 2012), por lo que otros mecanismos aparte de la pérdida
de peso estan implicados en la mejoria de la DM2.

Diversos mecanismos se han propuesto para explicar la mejoria en el
metabolismo de la glucosa después de la cirugia bariatrica. El cerebro, el tejido adiposo,

el pancreas y el tracto gastrointestinal son muy importantes en la regulacion de las
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respuestas anabdlicas y catabdlicas que dan lugar a la tasa metabdlica. El intestino ha
ganado atencion en los ultimos afios y su importante papel en la patofisiologia de
diversas enfermedades metabdlicas como la obesidad, la resistencia a la insulina y la
DM2 esta siendo objeto de estudio. Es por ello que diversos mecanismos que

posiblemente influyan en la remision de la DM2 estan vinculados al intestino.

a. Disminucion de la ingesta caldrica

La restriccion en la ingesta calorica que presentan los pacientes inmediatamente
después de haber sido sometidos a cirugia bariatrica afecta de manera determinante al
metabolismo de la glucosa. Si la restriccion calérica fuera el mecanismo principal que
regulase la homeostasis de la glucosa después de la cirugia bariatrica, entonces la tasa
de remision de la DM2 seria la misma para todos los tipos de cirugia. Pero este
mecanismo explica soélo en parte la remision de la DM2, ya que a pesar de ser constante
en todos los procedimientos bariatricos, con similares ingestas caléricas se produce una
disminucién en los niveles de glucosa plasmética mas rapida y pronunciada en los
procedimientos que involucran un bypass intestinal en comparacion con los

procedimientos puramente restrictivos (Gumbs y cols., 2005).

b. Gluconeogénesis intestinal

La gluconeogénesis intestinal juega un papel muy importante en el control del
hambre y de la saciedad, y también en la produccion enddégena de glucosa a travées de la
modulacién de la sensibilidad a la insulina en el higado (Mithieux, 2010). La
gluconeogénesis intestinal es inducida principalmente en condiciones de ayuno o DM2
con bajos niveles de insulina. En ratones sometidos a cirugia RYGB, la deprivacion de
alimentos en el intestino delgado distal conduce a la induccion de los genes de la ruta de
la gluconeogénesis, genes que débilmente son expresados en el estado anterior a la
cirugia, por lo que la gluconeogénesis cobra importancia en la homeostasis glucémica
(Troy y cols., 2008). La activacion de esta via conlleva la liberacién de glucosa a la

vena porta, glucosa que puede ser detectada por un sensor portal de glucosa que envia la
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sefal al cerebro a través de las vias vagales aferentes, promoviendo la disminucion de la
ingesta de comida y la supresion de la producciéon de glucosa hepatica por la insulina
(Troy y cols., 2008).

C. Cambios en la resistencia a la insulina

La pérdida de peso esta asociada a la reduccion de la resistencia a la insulina. En
este sentido, la cirugia bariatrica es el método mas efectivo para conseguir una
disminucién del peso que se mantenga en el tiempo. Aunque los procedimientos que
conllevan una mayor pérdida de peso son los que a su vez consiguen un mayor efecto
sobre la resistencia a la insulina (Buchwald y cols., 2009), también es cierto que hay
otros factores que son alterados con la intervencion quirdrgica. Esto queda reflejado en
un estudio en el que pacientes obesos que fueron sometidos a una cirugia RYGB
presentaron una mayor sensibilidad a la insulina al afio de haber sido intervenidos
quirdrgicamente, que aquellos sujetos obesos o con sobrepeso que perdieron peso
mediante otras vias, siendo la sensibilidad a la insulina similar a los individuos con IMC
normal incluso en aquellos casos en los que los individuos aan mantenian un IMC>30
kg/n? al afio de haber sido sometidos a la cirugia (Bikman y cols., 2008). Los cambios
que se producen en la secreciébn de las hormonas intestinales parecen ser los
responsables en parte de la remisién de la DM2, independientemente de la pérdida de
peso. El eje enteroinsular es un sistema regulatorio en el que la secrecion de insulina por
parte de la célulgs pancreaticas esta en parte regulado por las hosrsataectadas por
el tracto gastrointestinal. Este sistema participa en la rapida mejoria en el metabolismo
de la glucosa que se ha observado tras la cirugia bariatrica. El péptido insulinotropico
dependiente de la glucosa (GIP, del ingacose-dependent insulinotropic peptige”

y el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1, del indlgkicagon like peptide 1)

son dos hormonas gastrointestinales secretadas por las células endocrinas de la mucosa
intestinal en respuesta a la ingesta de alimentos y son responsables de alrededor del
70% de la secrecion de insulina postprandial (Meier y Nauck, 2010). Este es el
denominado efecto incretina, el cual se encuentra reducido en pacientes con DM2 hasta
el 30% (Nauck y cols., 1986).
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GLP-1 es producido a partir del glucagén en las células enteroendocrinas L
localizadas en la regién distal del intestino delgado (ileon y colon). GLP-1 actua
disminuyendo la glucosa en sangre postprandial mediante el aumento de la secrecion de
insulina por parte de las célulgagpancreéticas, la disminucion del apetito, el retced
vaciado gastrico y la supresion de la secrecion de glucagon (Campbell y Drucker,
2013).

El tratamiento con agonistas de GLP1 en pacientes con DM2 produce una
reduccion de los valores de HbAlc asi como de peso corporal (Shyangdan y cols.,
2011). Estudiosin vitro han mostrado que los agonistas de GLP1 estimulan el
crecimiento y diferenciacion de las célulgs pancreaticas, teniendo efectos

crioprotectivos y anti-apoptéticos en dichas células (Egan y cols., 2003).

GIP se produce predominantemente en las células K del duodeno y yeyuno en
respuesta a la ingesta de alimento que contiene glucosa o grasas. Al igual que GLP1,
potencia la secrecién de insulina inducida por glucosa. Los resultados de los estudios
que evaltuan las diferencias de los niveles de GIP en pacientes diabéticos tras la ingesta
de glucosa o alimento, asi como en obesos son contradictorios (Deacon y Ahren, 2011,
Holst y cols., 2011).

Estudios que evaltan los cambios en los niveles de incretinas tras la cirugia
bariatrica demuestran que cuatro semanas después de la cirugia RYGB, el aumento de la
sensibilidad a la insulina y de la secrecion de insulina se asociaron con un incremento
considerable de GLP-1 (Kashyap y cols., 2010). Otros estudios no muestran cambios en
los niveles de GIP en sujetos no diabéticos o en pacientes diabéticos después de la
cirugia bariatrica, lo que indica que el eje enteroinsular no es el Unico mecanismo
implicado en los efectos de la cirugia bariatrica sobre el metabolismo de la glucosa
(Whitson y cols., 2007).

d. Hipotesis del intestino proximal

Hickey y cols. (Hickey y cols., 1998) y Pories y cols. (Pories y Albrecht, 2001)

fueron los primeros en sefalar directamente la posible funcion de la exclusion del

58



Introduccion

intestino proximal en la remisién de la DM2 después del bypass gastrico en pacientes
obesos. La hipdtesis del intestino proximal mantiene que la exclusion de la parte
proximal del intestino delgado reduce o suprime la secrecion de factores diabetogénicos,
hasta ahora no identificados, que son inducidos por la ingesta de alimentos. Cuando el
alimento no pasa a través del duodeno y del yeyuno proximal después de la cirugia
bariatrica del tipo malabsortiva parcial o total, la secrecibn de estos factores
denominados anti-incretinas, es inhibida, con lo que la resistencia a la insulina se reduce
y la tolerancia a la glucosa se restaura (Rubino y cols., 2006). En el trabajo realizado
por Rubino y cols. utilizando un modelo animal de ratas diabéticas no oGegas,
Kakizaky se demostro con éxito esta hipétesis al inducir quirGrgicamente una remision
de la DM2 mediante la exclusiéon del intestino proximal y luego revertir los cambios al
restablecer el paso normal de los alimentos en este segmento (Rubino y cols., 2006). En
humanos se ha comprobado esta hipétesis con la exclusiéon temporal del duodeno
mediante la implantacién de un tubo de plastico flexible en el duodeno que conduce el
alimento desde el piloro hasta el comienzo del duodeno sin que haya contacto con la
mucosa duodenal. Esta técnica provoca una disminucion de peso muy pequefia o nula
pero mejora de manera significativa la tolerancia a la glucosa (Rodriguez-Grunert y
cols., 2008). Recientemente, se ha propuesto al glucagon intestinal y al GIP como los
posibles factores anti-incretinas (Knop, 2009).

e. Hipotesis del intestino distal

La hipétesis del intestino distal propuesta por Cummings y cols. sugiere que la
llegada de nutrientes a segmentos mas distales del intestino debido al bypass del
duodeno y del yeyuno proximal, da lugar al aumento de la secrecion de péptidos
antidiabetdégenos, como GLP-1 y PYY que contribuyen a la reversion de la
hiperglucemia (Cummings y cols., 200Ajnbas hormonas tienen actividad anoréxica y
estan implicadas en los cambios metabdlicos y los efectos provocados por la pérdida de
peso que se producen tras la cirugia (Karra y Batterham, 2010). Ademas, ambos
péptidos y en particular GLP-1 tienen propiedades glucoregulatorias; asi GLP-1

estimula la liberacion de insulina en respuesta a la ingestion de nutrientes, mejorando
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todos los pasos de la biosintesis de insulina e inhibiendo la secrecion de glucagon
(Karra y cols., 2010).

Las evidencias que apoyan esta hipétesis vienen de las observaciones realizadas
en aquellos casos en los que la cirugia empleada implica un incremento de la llegada de
nutrientes a la zona distal del intestino, tales como la diversion biliopancreatica, el
bypass yeyuno-ileal y el RYGB, procesos que dan lugar a una rapida mejoria y remision
de la DM2 (Buchwald y cols., 200%unque la mayor evidencia la aportan los estudios
realizados en modelos animales donde se realiza la transposicion ileal, en estas
intervenciones, un segmento del ileon, con su aporte neural y vascular intacto, es
interpuesto en el intestino proximal. De este modo la longitud total del intestino no sufre
modificacion pero la exposicion de nutrientes no digeridos en el ileon aumenta de
manera importante. En estos animales, se vio una mejora del control glucémico a los 30
dias de la cirugia, y los resultados se mantuvieron a los 6 meses, presentando una mayor

tolerancia a la glucosa y una mayor expresion de proglucagon (Patriti y cols., 2007).
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1.2 INTESTINO DELGADO

1.2.1 Morfologia del intestino delgado

1.2.1.1 Estructura macroscopica

El intestino delgado se extiende desde el piloro hasta la unién del ciego con el
colon ascendente. Su longitud media es de 6-7 metros y se encuentra dividido en

duodeno, yeyuno e ileon.

El duodeno tiene unos 25 cm de longitud y se sitla rodeando la cabeza del
pancreas. Se extiende desde el piloro hasta la flexura duodenal, donde se encuentra el
ligamento de Treitz que fija esta parte del intestino a la pared posterior del abdomen. El
duodeno se relaciona con el estdbmago, el higado y el pancreas, recibe el quimo del
estdbmago y las secreciones del pancreas y la bilis del higado. Con fines descriptivos el
duodeno se divide en cuatro porciones. El colédoco y el conducto pancreatico principal
desembocan juntos en la segunda porcion del duodeno, en la ampolla de Vater o papila
duodenal, donde se encuentra el esfinter de Oddi que esta relacionado con el control del
flujo del jugo pancreatico al duodeno ya que el flujo de bilis hacia el duodeno esta
controlado por el esfinter del colédoco situado en el extremo distal de este conducto

biliar.

Tanto en el yeyuno como en el duodeno, los pliegues, descritos mas adelante,
son prominentes y numerosos. Estos pliegues gradualmente disminuyen en numero y
tamafio a lo largo del yeyuno y estdn ausentes en el ileon distal. También hay una
disminucién progresiva del calibre luminal y del grosor de la pared del yeyuno hacia el

ileon.

1.2.1.2 Estructura microscopica

La pared del intestino delgado esta formada por cuatro capas: serosa peritoneal,

capa muscular, submucosa Y mucosa.
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Vellosidad
intestinal (willi)

Glandulas intestinales 3
(criptas) =

Musculo

Figura 8: Microfotografia del intestino delgado. Se observan las vellosidades, las
glandulas intestinales, la submucosa, la capa muscular y la serosa. Tincion de
pararrosanilina y azul de toluidina. Pequefio aumento (Junqueira LC, 2005).

La capa serosa es una extension del peritoneo que cubre completamente el
yeyuno y el ileon, pero que solo lo hace con la porcién anterior del duodeno. Esta
formada por células mesoteliales que descansan sobre el tejido conjuntivo. La capa
muscular estd compuesta por dos capas de musculo liso, una longitudinal, externa,
cuyas fibras se disponen paralelas al eje mayor de la luz intestinal, y otra circular,
interna, mas gruesa, cuyas fibras tienden a rodear el intestino. Entre las dos capas se

hallan las células ganglionares y las fibras nerviosas del plexo mientérico de Auerbach.

La mucosa y la submucosa del intestino delgado estan dispuestas en forma de
pliegues circulares que se extienden sobre toda la superficie interna proyectandose hacia

la luz intestinal, son las llamadas valvulas conniventes de Kerckring. En el duodeno y
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yeyuno estas valvulas son mas pronunciadas y sobresalen hasta 8 mm en la luz del tubo.
Estos pliegues, a su vez, estan cubiertos en su totalidad de minusculas proyecciones de
la mucosa de una longitud de 0.5 a 1 mm, llamadas vellosidades intestinales o villi. La
superficie de estos villi esta formada por un epitelio columnar simple con las células
unidas fuertemente entre si, cada una de las cuales presenta en su superficie apical un
borde en cepillo formado por unas 600 prolongaciones citoplasmaticas de
aproximadamente 1 um de largo, llamadas microvellosidades.

Las vellosidades intestinales tienen un aspecto diferente en las distintas partes
del intestino delgado, asi en el duodeno son mas anchas, en el yeyuno mas delgadas y
en el ileon mas cortas. Entre una vellosidad y otra, en la parte basal, se sitian glandulas
tubulares simples llamadas criptas de Lieberkihn, cuya secrecién liquida recubre a las
vellosidades, proporcionando un medio acuoso para la absorcion de sustancias desde el
quimo cuando entra en contacto con las vellosidades. Ademas de las criptas, en el
duodeno se encuentran las glandulas de Brunner que segregan un liquido alcalino rico

en mucina para proteger a la mucosa duodenal.

En las paredes del yeyuno-ileon se encuentran acumulaciones de tejido linfoide,
son las denominadas placas de Peyer, que forman parte del tejido linfoide asociado a

mucosa que se encuentra a nivel de los tubos digestivo y respiratorio.

Las valvulas conniventes, las vellosidades y las microvellosidades aumentan
unas 600 veces el area de absorcion de la mucosa intestinal originando una superficie

total de unos 250 fraproximadamente.

En los seres humanos el epitelio del intestino delgado se renueva en un plazo
aproximado de 3-5 dias. Las células epiteliales se forman por proliferacion de células
madre indiferenciadas situadas en el interior de las criptas, que migran hacia el extremo
distal de la vellosidad desde donde se desprenden a la luz intestinal y son expulsadas al
exterior. Conforme las células van migrando y abandonan las criptas, maduran y se

desarrolla el borde en cepillo.

63



Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad morbida

1.2.1.3 Tipos celulares de la mucosa intestinal

Las células madre pluripotenciales ocupan sobre todo el tercio inferior de las

criptas, donde constituyen el tipo principal. Hay cinco tipos de células epiteliales las

cuales derivan de las células madre de las criptas:

Los enterocitos son las células absortivas especializadas en el transporte
de sustancias desde la luz del intestino hacia el torrente circulatorio. Son
las células mas abundantes del epitelio intestinal, representando entorno
al 80-90% de las células epiteliales del intestino delgado. Se caracterizan
por ser células cilindricas altas con nucleo de localizacion basal, que
presentan un borde en cepillo en la superficie apical formado por unas
3000 microvellosidades aproximadamente, o que aumenta la superficie
de absorcion unas 20 veces. En los cortes para microscopia éptica los
enterocitos se reconocen en su conjunto por su borde celular apical
irregular que se denomina borde en cepillo o chapa estriada, compuesto
por microvellosidades paralelas muy juntas de 1 um de largo y 0.1 um de
espesor. Los enterocitos poseen numerosas proteinas transportadoras
tanto en su membrana apical como en la basal, lo que permite el

transporte activo y pasivo de nutrientes desde el intestino.

Células calciformes que son glandulas unicelulares secretoras de moco y
otras glicoproteinas, las cuales lubrican y protegen la superficie de la

mucosa. Su cantidad aumenta desde el duodeno hasta el final del ileon.

Células enteroendocrinas: secretan hormonas las cuales realizan su
accion endocrina y paracrina. Las hormonas secretadas varian a lo largo
del intestino (colecistoquinina, secretina, somatostatina,....). Se localizan

entre los enterocitos y las células calciformes, fundamentalmente en la
base de las vellosidades intestinales. Por lo general aumenta el numero
de células en el duodeno y el yeyuno, y disminuye en el ileon y aun mas

en el colon.

Células Paneth: Localizadas en la base de las criptas donde se visualizan

como ceélulas piramidales, con nucleo basal. Son células granuladas que
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secretan péptidos y enzimas antimicrobianas, por lo que se ha sugerido
que poseen un papel en el control de la flora bacteriana intestinal.
También se ha sugerido su posible papel en la regulacion de la
composicién ionica luminal, inflamacioén intestinal y digestion (Porter y
cols., 2002).

1L
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Figura 9: Esquema de un enterocito. SER: reticulo endoplasmatico liso, G: aparato
de Golgi y Chy: quilomicrones (Lentz, 1971).

e Células M: Se localizan sobre las placas de Peyer o nodulos linfoides
grandes. Presentan invaginaciones de la membrana basolateral que son
ocupadas por linfocitos. Actldan presentando microorganismos Yy
antigenos que son captados en el lumen intestinal a los linfocitos,

participando por tanto en la respuesta inmunoldgica.

La lamina propia se encuentra sustentando el epitelio intestinal. Contiene

diferentes tipos celulares: fibroblastos, fibrocitos, miofibroblastos..., que secretan
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diferentes factores de crecimiento esenciales para la proliferacion y diferenciacion

celular.

El epitelio de la mucosa intestinal tiene una gran capacidad regenerativa que
depende de la actividad de las células madre intestinales que se encuentran en la base de
las criptas epiteliales. Las divisiones de las células madre dan lugar a una célula hijay a
una célula madre, la cual sigue manteniendo la cadena original de ADN. Las células
hijas proliferan, se dividen y se diferencian para producir las diferentes lineas celulares
del epitelio intestinal. Los enterocitos, las células calciformes y las células
enteroendocrinas sufren el proceso de diferenciacion a la vez que van migrando hacia el
extremo apical de la microvellosidad, donde o bien se desprenden al lumen intestinal o
bien sufren apoptosis, con lo cual la produccién de células es compensada por la
descamacion que se produce en la zona apical de la vellosidad. Las células Paneth en

cambio, se diferencia en la base de las criptas (Shaker y Rubin, 2010).

Célula calciforme | —s

Célula enteroendocring — =

Vellosidad

Enterocite

Zona de migracion {
y diferenciacién \‘

"__:__Mioﬁhmblastos-

Base de la cripta §

Figura 10: Esquema de microvellosidad intestinal. Adaptado de Shaker y cols.
(Shaker y Rubin, 2010).
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1.2.2 Absorcion, sintesis y secrecion de triglicéridos

Con respecto al metabolismo lipidico, la principal funcion del intestino es la
digestion, absorcion, formacion y secrecion de las grasas de la dieta, con una gran
capacidad de respuesta rapida y eficiente a la ingesta de grandes cantidades de alimento.
La formacion de lipoproteinas intestinales es esencial para la absorcién de las grasas y
las vitaminas liposolubles de la dieta. La absorcion se define como el transporte de
grasas Yy vitaminas liposolubles desde el lumen del intestino hacia el plasma y consiste
en tres pasos fundamentales. Primero, las grasas de la dieta son emulsionadas e
hidrolizadas en el lumen del intestino. Segundo, los productos hidrolizados son tomados
por los enterocitos. Tercero, las grasas son re-sintetizadas en los enterocitos y

almacenadas en lipoproteinas que son secretadas al torrente sanguineo.

La digestion de los lipidos comienza en la cavidad oral con la accién de las
lipasas linguales y continda en el estbmago con la accion de la lipasa gastrica. En el
estdbmago, los lipidos forman grandes gotas de grasas y cuando llegan al duodeno las
sales biliares recubren estas gotas y las rompen, dividiéndose en gotas mas pequefas
aumentandose miles de veces la superficie de actuacion de las enzimas lipoliticas del
pancreas. Este proceso se denomina emulsion de las grasas, y permite el acceso de la
lipasa pancreatica a los triglicéridos, que actla sobre las posiciones sn-1 y sn-3 de los
triglicéridos dando lugar a dos moléculas de acidos grasos libres y una de 2-
monoacilglicerol (2-MAG) por cada triglicérido. Aunque se puede producir la
isomerizacion desde sn-2-MAG hacia sn-1-MAG, esta reaccion es lenta. El MAG, ya
sea sn-2 o sn-1 puede ser hidrolizado en el lumen intestinal por la colesterol esterasa
dando lugar a glicerol y acidos grasos. Si el grupo acil-sn-2 ha migrado a la posicion sn-
1, puede ser hidrolizado por la lipasa pancreatica. A pesar de estas posibles vias de
hidrolisis, la mayor parte de 2-MAG permanece sin hidrolizar siendo la forma

predominante en la que el MAG es absorbido por los enterocitos.
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1.2.2.1 Absorcion de lipidos

Las sales biliares desempefian un papel fundamental en el proceso de transporte
luminal y de absorcién de los productos de la digestion mediante la formacién de
micelas que los solubilizan. Las micelas son agregados lipidicos que contienen acidos
biliares, acidos grasos monoglicéridos, colesterol y fosfolipidos. Debido a que las
micelas son solubles, permiten que los productos de la digestiébn sean transportados a
través del medio acuoso de la luz intestinal hasta el borde en cepillo de las células de la

mucosa donde son absorbidos al interior del epitelio intestinal.

Cuando su concentracion es alta, ambos pueden atravesar la membrana del
enterocito por difusion, aunque también existen moléculas que facilitan el transporte en
contra de gradiente. No se han descrito proteinas especificas para el transporte de
monoglicéridos. Para los acidos grasos se han descrito tres categorias de proteinas
transportadoras: proteinas que unen a acidos grasos de membrana plasmatica FABPpm
(FABPpm, del inglésplasma membrane fatty acid-binding protedp’las translocasas
de acidos grasos FAT/CD36 (FAT, del ingtéstty acid transporter”) y las proteinas
transportadoras de acidos grasos FATP (FATP, del intjasy acid transport
protein”). Ademas de éstas, otras proteinas intracelulares y de la membrana plasmatica

facilitan el transporte de los acidos grasos.

FABPpm es una proteina de 40 kDa localizada en la periferia de la membrana
plasmatica que se expresa en érganos con alto requerimiento lipidico. En el intestino
delgado su expresion es mayor en el yeyuno e ileon (Masson y cols., 2010). Es idéntica
a la enzima aspartato aminotransferasa mitocondrial por lo que se ha propuesto su

posible papel en la transferencia de acidos grasos de cadena larga (Stump y cols., 1993).

FATP es una familia de seis proteinas altamente conservada durante la
evolucion. Cada una de ellas tiene un patron especifico de expresion, siendo FATP4 la
que se localiza principalmente en el intestino. Su localizacion en el intestino
correlaciona bastante bien con aquellas zonas de absorcién de grasas, de hecho su nivel
de expresion es muy alta en el yeyuno y en menor medida en el duodeno, e inexistente

en el colon (Stahl y cols., 1999).
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FAT/CD36 es una proteina transmembrana altamente glicosilada de 75-88 kDa.
Su expresion es ubicua, siendo abundante en el corazén, musculo esquelético, tejido
adiposo, intestino y endotelio microvascular. En el intestino, es mas abundante en el
tercio proximal y practicamente ausente en ileon y colon. Presenta diversas funciones
relacionadas con la absorcion de grasas asi como en la percepcion del sabor de las

grasas y la regulacion de la ingesta de alimento (Abumrad y Davidson, 2012).

1.2.2.2 Transporte intracelular de &cidos grasos hacia el reticulo

endoplasmatico

Una vez en el interior del enterocito, los productos de la hidrolisis de los
triglicéridos deben atravesar el citoplasma para llegar al reticulo endoplasméatico donde
son usados para la sintesis de lipidos complejos. Este transporte intracelular hacia el
reticulo endoplasmatico es realizado por las proteinas de union a acidos grasos FABP
(FABP, del inglésfatty acid binding protein’) presentes en el citoplasma. Esta familia
incluye nueve miembros de FABPs y a la proteina celular de unién al retinol. Existe una
gran conservacion inter-especie de las secuencias peptidicas de los distintos miembros
de la familia FABP, existiendo un 80% de homologia entre FABP1 también
denominada L-FABP (L-FABP, del ingléSiver fatty acid binding protein) de
humano y de raton. Sin embargo, hay menos del 39% de homologia entre FABP2,
también denominada I|-FABP (I-FABP, del inglémtestinal fatty acid binding
protein”) y L-FABP dentro de la misma especie. A pesar de las diferencias en las
secuencias peptidicas, los miembros de la familia FABP presentan una estructura

terciaria similar.

En los enterocitos del intestino delgado se expresan |-FABP y L-FABP. El
intestino delgado es un ejemplo Unico de 6rgano en el que dos miembros de la familia
FABP son altamente co-expresados. La I-FABP es exclusiva de intestino, mientras que
L-FABP se expresa en otros organos como pulmén, pancreas, higado y rifion. Aunque
la funcidn de ambas FABPs aun no es bien conocida, los estudios publicados indican
gue poseen diferentes funciones. En un estudio en ratones genéticamente modificados,

mostraron que I-FABP dirige a los &cidos grasos hacia la sintesis de triglicéridos,
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mientras que L-FABP dirige a los acidos grasos hacia rutas oxidativas y a los MAGs
hacia rutas anabdlicdkagakos y cols., 2011). También se ha descritcapebde L-
FABP en la formacion de las vesiculas transportadoras de pre-quilomicrones que se

originan desde el reticulo endoplasmatico de los enterocitos (Neeli y cols., 2007).

1.2.2.3 Sintesis de triglicéridos

En los enterocitos, los acidos grasos y los MAG son utilizados para la sintesis de
triglicéridos en el reticulo endoplasmatico liso a través de la ruta sn-2-monoacilglicerol.
Los &cidos grasos y los MAGs se unen covalentemente para sintetizar diacilglicerol
(DAG) por la acil-coenzima-A monoacilglicerol aciltransferasa (MGAT). Hay tres
isoformas de MGAT en el reticulo endoplasmatico: MGAT1, MGAT2 y MGATS3.
MGAT1 se expresa en la mayoria de tejidos pero no en el intestino. MGAT2 de
expresion mas ubicua es la de mayor actividad en el intestino y la que mas contribuye a
la sintesis de DAG. MGAT2 incrementa su actividad hasta tres veces en respuesta a
dietas ricas en grasas, aunque los niveles de expresién no varian, lo que sugiere su
regulacion a través de procesos post-traduccionales (Cao y cols., 2004). Su patron de
expresion sigue un gradiente desde la zona proximal hasta la distal que correlaciona
tanto con la actividad enziméatica de la proteina como con el patron de absorcion a lo
largo del intestino delgado (Cao y cols., 2004). MGAT3 se expresa en el tracto
gastrointestinal siendo en el ileon su expresién hasta cinco veces superior que en el
intestino proximal (Cheng y cols., 2003). MGAT3 presenta una alta homologia de
secuencia con acil Coa:diacilglicerol-acil-transferasa 2 (DGAT2) mas que el resto de
MGATs, por lo que en presencia de MAG, MGAT3 cataliza la formacion de

triglicéridos (Cao y cols., 2007).

Posteriormente el DAG es acilado por la DGAT1, DGAT2 y por la MGAT3 con

actividad DGAT para dar lugar a los triglicéridos.

La primera enzima con actividad DGAT que se secuencio fue DGATL1. En
ratones carentes de esta enzima, se vio que la produccién de quilomicrones disminuia
sustancialmente pero no desaparecia (Buhman y cols., 2002), lo que sugirio la presencia

de otra enzima que participaba en este proceso. Asi posteriormente se describi6 la
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DGAT2 que aunque no tiene homologia en la secuencia con DGAT1, si que realiza

funciones similares. Asi se comprobé en un estudio en ratones carentes DGATZ2, donde
los niveles circulantes de triglicéridos, acidos grasos y glucosa se redujeron severamente
tras el nacimiento, los ratones presentaron bajo peso al nacer y murieron al poco de

nacer (Stone y cols., 2004).

DGATL1 se expresa principalmente en la zona proximal del intestino delgado,
donde representa el 85-90% de la actividad DGAT, mientras que DGAT2 se encuentra
principalmente en el tejido adiposo e higado. DGAT2 se ha localizado en la cara
citosdlica de la membrana del reticulo endoplasmatico, mientras que DGAT1 se ha

localizado en el lumen del reticulo endoplasmatico (Niot y cols., 2009).

Los enterocitos también pueden sintetizar DAG a partir de la glucosa a través de
la ruta del glicerol fosfato que incluye la conversién de glicerol-3-fosfato a DAG
mediante la accion de diversas enzimas. Posteriormente este DAG es convertido a
triglicéridos por accién de las enzimas DGAT. Se estima que en el intestino, el 75-80%
de los triglicéridos son sintetizados a partir de la ruta del MAG vy el resto a través de la
ruta del glicerol fosfato. Es importante resefiar que el DAG sintetizado a partir de la ruta
del MAG y de la ruta del glicerol-3-fosfato no son metabdlicamente equivalentes. Asi,
el DAG sintetizado a partir de MAG es dirigido hacia la sintesis de triglicéridos de
manera exclusiva, mientras que el DAG derivado del glicerol-3-fosfato puede ser usado
para sintetizar o bien triglicéridos o bien fosfolipidos (Mansbach y Gorelick, 2007),
siendo en el intestino mas predominante la sintesis de triglicéridos que la de

fosfolipidos.

1.2.2.4 Formacion de quilomicrones

Los quilomicrones son sintetizados exclusivamente por el intestino durante la
fase postprandial para transportar los lipidos obtenidos de la ingesta, principalmente
triglicéridos, y las vitaminas liposolubles hacia los tejidos. Los quilomicrones son
particulas esféricas, de muy baja densidad (densidad <0.93g/ml) y heterogéneas en
tamafio (diametro 75-450 nm); tienen un gran componente lipidico, muy enriquecido en
triglicéridos (85-92%), también contienen fosfolipidos (6-12%), colesterol (1-2%),
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proteinas (1-2%), vitamina E y vitamina A. En el centro se sitan los triglicéridos, los
ésteres de colesterol y las vitaminas liposolubles, mientras que en la superficie se
encuentran las apolipoproteinas, el colesterol libre y los fosfolipidos. La cantidad de
fosfolipidos presente en estas particulas es suficiente para cubrir entorno al 80% de la

superficie de los quilomicrones.

Aunque las apolipoproteinas constituyen menos del 1% del total de las particulas
de quilomicrones, son esenciales para la formacion y secrecion de los mismos. Estas
proteinas asociadas a los quilomicrones son la apoliproteina B-48 (apo B-48),
apolipoproteina A-IV (apo A-1V), apolipoproteina A-lI (apo A-I) y apolipoproteina C
(apo C). Ademas, realizan otras funciones como la emulsion de las particulas lipidicas
en los ambientes acuosos de la linfa y la sangre, mantenimiento de la integridad
estructural de los quilomicrones y unién a los receptores de las superficies celulares en

los tejidos periféricos diana.
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Figura 11: Esquema de un quilomicron.

En humanos, la apo B-48 es una proteina necesaria tanto para la estructura como
para la funcion de los quilomicrones, y ademas es un marcador proteico especifico de

este tipo de lipoproteinas.
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Hasta hace relativamente poco tiempo, se consideraba que los quilomicrones se
sintetizaban para transportar la grasa de origen exdgeno. Hay evidencias que indican
gue el intestino también es capaz de sintetizar lipoproteinas en los estados de ayuna; en
modelos animales se ha demostrado que la contribucion intestinal de lipoproteinas ricas
en triglicéridos a los niveles de triglicéridos plasmaticos en el estado de ayunas es
elevada (Haidari y cols., 2002). La cantidad de lipidos transportados durante los
periodos postprandiales es varias veces mayor que la transportada durante los periodos
de ayuno. Asi, en lugar de incrementar el nimero de quilomicrones, los enterocitos
expanden el tamafo de las particulas sintetizadas, pudiendo asi aumentar el transporte
de grasa durante los periodos postprandiales (Hayashi y cols., 1990a). Esta distincion de
tamafio hace que se hable de quilomicrones y VLDL intestinales y se utilice el indice de
flotacion en unidades Svedberg para distinguirlos. Cuando este indice supera los 400 se
denominan quilomicrones y VLDL intestinal cuando el indice se encuentra entre 20 y
400.

Un elemento estructural clave de los quilomicrones es la apo-B48, que es
integrada co-traduccionalmente, al menos de manera transitoria en la membrana del
reticulo endoplasmatico. En la sintesis de quilomicrones, la proteina de transferencia
microsomal (MTP, del inglésmicrosomal transference protein”tiene un papel
fundamental, uniéndose a los lipidos y dirigiéndolos en la membrana del reticulo
endoplasmatico. La MTP transfiere estos lipidos a la apo B-48, mientras ésta va
penetrando en la luz del reticulo endoplasmatico rugoso. Ademas de lipidos complejos,
sobre todo triglicéridos, también le son transferidos fosfolipidos y colesterol
esterificado. Se postula que la MTP es necesaria para un adecuado plegamiento de la
apo B-48 y para la correcta formacién de la particula lipoproteica. Ademas MTP
protege a la apo B-48 recién formada de la proteolisis por parte del complejo ubiquitin-
proteosoma (Hussain y cols., 2003 lipidacion de la apo B-48 conlleva la liberacion
de la apo B-48 de la membrana del reticulo plasmatico y la formacion de lipoproteinas
ricas en triglicéridos denominadas “lipoproteinas nacientes”, “quilomicrones nacientes”
o “particulas primordiales” (Pan y Hussain, 2012). Estos “quilomicrones nacientes”
aumentan su tamafio en un proceso denominado “expansion del nucleo” por dos
posibles mecanismos: por la adicion continua de lipidos, proceso llevado a cabo por la

enzima MTP (Tso y Balint, 1986), o bien por la fusién con gotas lipidicas citosoélicas
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previamente formadas (Hussain, 2000). Ademas de los lipidos, otras apolipoproteinas
son afiadidas. En este proceso de “expansion del nucleo” se ha descrito que apo A-IV
juega un papel fundamental manteniendo la tension interfacial y la elasticidad de estas
grandes particulas (Weinberg y cols., 2000).

Las gotas lipidicas estan formadas por un nucleo de triglicéridos y ésteres de
colesterol rodeadas por una monocapa de fosfolipidos, colesterol y una variedad de
proteinas. Estas gotas lipidicas se forman en el lumen del reticulo endoplasmatico
durante el estado postprandial y su sintesis ocurre de manera independiente a la sintesis
de apoB (Hamilton y cols., 1998). Las gotas lipidicas observadas en estado postprandial
son mas grandes (Hussain, 2000). La inhibicion de secrecion de quilomicrones provoca
una acumulacion de gotas lipidicas de mayor tamafio. La heterogeneidad en el tamafio
de las gotas lipidicas da lugar a lipoproteinas de diferentes tamafios. De hecho el tamafio

de los quilomicrones secretados es muy heterogéneo (Hayashi y cols., 1990a).

a. Apolipoproteina B (apo B)

Se expresa principalmente en el intestino e higado. Participa en la sintesis y
secrecion de lipoproteinas ricas en triglicéridos y sirve como proteina estructural

principal para el ensamblaje.

En mamiferos existen dos formas de apo B codificadas por el mismo gen pero
que sufren modificaciones post-transcripcionales diferentes dependiendo del tejido
donde se exprese. Asi en el higado el ARN mensajero (ARNm) de la apo B no sufre
proceso post-transcripcional y da lugar a un polipéptido de 4536 aminoéacidos. En el
intestino, por accion de la enzima Apobec-1, el ARNm de la apo B sufre un proceso
post-transcripcional en el que la desaminacion de un nucleétido provoca un codén de
terminacion, lo que da lugar a un polipéptido de 2152 aminoacidos denominado apo B-
48. La apo B-48 posee dos héliceg la primera de las dos hojfgpresentes en la apo
B-100.

Apo B-48 es una proteina constitutiva de los quilomicrones, cuyos niveles varian

debido a mecanismos co- y post-traduccionales. No puede ser secretada por el intestino
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sin ser unida antes a triglicéridos por la accion de la MTP. Hay una molécula de apo B-
48 por cada quilomicrén. Por lo tanto, la medida de apo B-48 plasmatica es un indicador
de la tasa de produccién de quilomicrones intestinales. Esto ocurre en humanos y en
especies animales como hams®grian Golden. Sin embargo, en otras especies como
en ratones y ratas, la apo B-100 es producida tanto en el higado como el intestino, por lo

gue no se puede distinguir la produccién de lipoproteinas hepaticas de las intestinales.

Tabla 3: Diferencias entre las apolipoproteinas codificadas por apoB en el intestino

e higado.

Intestino Higado
Tamafio del ARNm (kb) 15 aprox. 15 aprox.
Edicion post-transcripcional del ARNm Si No
Producto de la traduccion Apo B-48 Apo B-100
Tamario de la proteina (kDa) 260 aprox. 550 aprox.
Aminoacidos 2152 4536
Lipoproteina Quilomicrones VLDL, ILD,

LDL, Lp(a)

Diametro de la lipoproteina (nm) 75-450 35-80
Densidad de flotacion (g/ml) <0.93 <1.006
Unidades de flotacion Svedberg (Sf) 400 20-400
Niveles plasméticos en ayuna Muy bajo Alto
Vida media en plasma 10 min aprox. Horas-dias
Presencia de vitamina A Si No
Requiere apo E para el aclaramiento Si No
Secrecion de lipoproteina en abetalipoproteinemia No No
Secrecion de lipoproteina en la enfermedad d No Si
retencion de quilomicrones
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b. Proteina de transferencia microsomal (MTP)

Se expresa principalmente en higado e intestino, aunque también se ha
encontrado en otros tejidos como rifién, corazén, pancreas, tejido adiposo, ovario,
testiculos, retina y placenta. Es un heterodimero formado por dos subunidades, la
subunidad mayor denominada M con un peso aproximado de 97 kDa, que pertenece a la
familia de proteinas de transferencia de lipidos, y la subunidad P de 58 kDa, una enzima
ubicua identificada como proteina disulfuro isomerasa. La subunidad M contiene tres
dominios funcionales que permiten la asociacién de la MTP con las membranas del
reticulo endoplasmatico, la absorcién de lipidos neutros (triglicéridos y ésteres de
colesterol) y la uniéon a la apo B-48. La actividad isomerasa de la subunidad P esta
inactiva en el complejo MTP. Esta actividad isomerasa no es necesaria ni para su
asociacion con la subunidad M ni para la actividad del complejo MTP. La subunidad P
no participa en el proceso de transferencia de lipidos, y mas que actuar como una
subunidad activa, su funcion esta relacionada con la estabilizacion del complejo, su
correcto plegamiento, su retencion en el reticulo endoplasmatico y sus propiedades de
unioén. Estas dos subunidades se unen de forma no covalente y, una vez que se forma el
complejo MTP, las dos subunidades no se separan. Por lo tanto, la MTP actlia como una
chaperona facilitando el correcto plegamiento de la apo B-48, ademas de prevenir la
degradacion de la apo B-48 mediante la adicion de lipidos (Jiang y cols., 2008b). La
expresion de MTP varia a lo largo del intestino, es mayor en el duodeno y el yeyuno
proximal, y disminuye hacia el ileon siendo practicamente inexistente en el colon

(Hussain y cols., 2012).

Mutaciones en el geMTP dan lugar a una proteina no funcional y a
abetalipoproteinemia, caracterizada por la ausencia de lipoproteinas plasmaticas que
contienen apo B (Khatun y cols., 2013). Se postulé que los inhibidores de la proteina
MTP podrian ser beneficiosos para bajar los niveles de lipidos plasmaticos. Sin
embargo, la inhibicibn de MTP esta asociada con diversos efectos adversos, que
incluyen problemas en la absorcion intestinal de grasas, esteatorrea, esteatosis hepatica
(Cuchel y cols., 2007).

La expresion del geMTP puede verse modificada segun el tipo de dieta. En

modelos animales, dietas ricas en sacarosa incrementan los niveles de ARNm de MTP
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en el higado pero no en rifidon (Lin y cols., 1994), mientras que una dieta rica en fructosa
aumenta sus niveles tanto en higado como en rifidén (Qiu y cols., 2005). Una dieta rica
en grasas saturadas (Lin y cols., 1994) y colesterol (Igbal y cols., 2008) aumentan la

expresion de MTP en el intestino.

C. Apolipoproteina A-1V (apo A-1V)

Es una glicoproteina de 46 kDa sintetizada por los enterocitos y cuya producciéon
es estimulada por la absorcion de lipidos. Es la principal lipoproteina producida en el
intestino, representando mas del 21% del contenido apolipoproteico secretado por el
mismo. Es incorporada a los quilomicrones en una etapa temprana de la formacion de
los mismos en el reticulo endoplasmatico, y es secretada en la superficie de los
quilomicrones en la membrana basolateral. Una vez en el plasma, entorno al 25% de la
apo A-1V asociada a los quilomicrones se puede encontrar como una fraccion libre

lipoproteica en el plasma asi como en las HDL.

El papel de la apo A-IV en la formacion de los quilomicrones se ha sugerido que
es facilitar la incorporacién adicional de lipidos promoviendo asi la formacién de
grandes quilomicrones en el intestino (Lu y cols., 2006). Su sintesis y secrecion es hasta
2-3 veces superior cuando se produce una absorcion activa de lipidos en el intestino
delgado (Kalogeris y cols., 1997). Esta estimulacion esta ligada a la formacion de
quilomicrones. Cuando la formacion de quilomicrones es inhibida, también lo es la
sintesis de apo A-IV (Hayashi y cols., 1990b). También se ha descrito que puede tener
un papel importante en el aclaramiento de los quilomicrones, ya que en ratones A-IV
KO, se encontré ralentizada la tasa de aclaramiento de quilomicrones en el plasma
(Kohan y cols., 2012).

1.2.2.5 Maduracién de los quilomicrones

Las particulas formadas reciben el nombre de prequilomicrones y son
transportadas desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi. Estos

prequilomicrones tienen un diametro de 250 nm o mas, mientras que las vesiculas de
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proteinas son mas pequefias (60-80 nm) (Siddigi y cols., 2003). Debido a sus
dimensiones, los quilomicrones requieren de una maquinaria de transporte especializada
para su paso desde el reticulo endoplasmatico al cis del Golgi. El transporte de los
quilomicrones se realiza en vesiculas denominadas vesiculas transportadoras de

prequilomicrones (PCTVs, del inglés “prechylomicron transport vesigles”

La formacién de estas PCTVs desde el reticulo endoplasmatico es iniciada por la
proteina L-FABP (Neeli y cols., 2007). CD36 es detectado en la membrana del reticulo
endoplasmatico y es también necesaria para la formacion de estas vesiculas. Los
guilomicrones son exportados desde el reticulo endoplasmatico en grandes vesiculas por
un mecanismo independiente del complejo proteico COPI II (COPI I, del inglés
“coatomer Il protein”), aunque este complejo proteico se ha encontrado en las PCTVs,

y €s que son necesarias para la posterior fusion con el complejo de Golgi (Siddiqi y
cols., 2003).
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Figura 12: Formacion y secrecion de quilomicrones. Adaptado de Black (Black,
2007).

Las proteinas SNARE (SNARE, del ingt&pluble N-ethylmaleimide-sensitive

factor attachment protein receptgrparticipan en el reconocimiento, el anclaje y la
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fusion de las vesiculas transportadoras con las membranas diana. Las proteinas SNARE
son proteinas integrales de membrana tipo Il las cuales estan presentes tanto en la
vesicula transportadora como en la membrana diana. Entre ellas cabe destacar la
proteina VAMP7 (VAMP7, del inglé$vesicle-associated membrane protein),/fue
habitualmente se localiza en endosomas y en el Golgi, y esta implicada en procesos de
secrecion al post-Golgi. Sin embargo, en el intestino Unicamente se localiza en el

reticulo endoplasmatico y es crucial para la fusién de la PCTVs con el aparato de Golgi.

Una vez que se fusiona con la membrana cis del Golgi, proceso que requiere de
la presencia de proteinas COPII (Pan y Hussain, 2012), las PCTVs liberan su contenido
en prequilomicrones en el lumen del Golgi, donde sufren un proceso de maduracion por
la adicién de apo A-l y otros lipidos, y la glicosilacion de la apo B-48. MTP se ha
encontrado en el aparato de Golgi donde participa en la transferencia de lipidos que
tiene lugar en él (Swift y cols., 2003). Los quilomicrones maduros son secretados a
través de vesiculas que emergen desde la zona trans Golgi y se fusionan con la

membrana basolateral liberando los quilomicrones a la ldmina propia.

1.2.2.6 Aclaramiento de los quilomicrones

Los quilomicrones secretados, al entrar en contacto con otras particulas, en
especial las HDL, adquieren otras apolipoproteinas como la E (apo E), C-1l (apo C-Il) y
Clll (apo C-lll), a la vez que se desprenden de la apo |, apo A-IV y de fosfolipidos.
Estos quilomicrones maduros son capaces de interaccionar con proteoglicanos del
endotelio. Aqui, la Apo C-Il activa a la LPL a nivel endotelial, lo que permite la cesion
de acidos grasos a los tejidos periféricos, fundamentalmente al muasculo y al tejido
adiposo.

Estos quilomicrones parcialmente deslipidados interaccionan con las HDL de
nuevo, intercambiando fosfolipidos y triglicéridos por ésteres de colesterol. Este
proceso se lleva a cabo por la proteina de transferencia de fosfolipidos (PLTP, del inglés
“phospholipid transfer proteiny y por la proteina de transferencia de ésteres de
colesterol (CEPT, del inglékholesteryl ester transfer protein)! Ademas, en este

proceso también se ceden apolipoproteinas. Todo ello da lugar a los remanentes de los

79



Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad morbida

quilomicrones, particulas de menor tamafio que contienen menos triglicéridos,
fosfolipidos y apolipoproteinas y mas colesterol esterificado. Estos quilomicrones
remanentes se dirigen al higado para su posterior eliminacién. De esta manera los
quilomicrones normalmente desaparecen del torrente circulatorio en un periodo de 12-
14 horas después de la ingesta de alimento. Los mecanismos por los cuales el higado
lleva a cabo la eliminacién de los quilomicrones no son del todo conocidos. Las
primeras etapas del catabolismo de los quilomicrones remanentes han resultado mas
complejas de lo inicialmente postulado, incluyendo una union inicial de los
quilomicrones remanentes a otras moléculas de la superficie celular como son el
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs, del ingtésparin sulphate
proteoglycans), considerandose a sindecan-1 el principal receptor HSPG para las
lipoproteinas remanentes en el higado (Williams y Chen, 2010), y apoE (Beisiegel y
cols., 1989). El receptor scavenger clase B tipo | media también en la union de los
quilomicrones remanentes, para sufrir posteriormente un proceso de endocitosis
mediante los receptores de LDL y por proteinas relacionadas con el receptor LDL (LRP,

del inglés “LDL receptor related protein”(Havel y Hamilton, 2004).

La apo B-48 carece del dominio de union a los receptores de LDL, a diferencia
de la apo B-100. Sin embargo, los quilomicrones remanentes durante su proceso de
catabolismo toma apo E de las HDL. La presencia de apo E en los quilomicrones
remanentes facilita su rapido aclaramiento por parte del higado a través del receptor de
LDL, al igual que ocurre con otras lipoproteinas ricas en triglicéridos. La ausencia de
apo E tiene como con secuencia un retardo en el aclaramiento de los quilomicrones
(Schaefer y cols., 1986).

Al igual que ocurre con las lipoproteinas hepaticas que contienen apo B-100,
s6lo hay una molécula de apo B-48 asociada con cada quilomicrén, y a diferencia de
otras apolipoproteinas asociadas a los quilomicrones, ésta no es transferida a otras
lipoproteinas en circulacion. Asi es posible en el hombre distinguir las lipoproteinas
ricas en triglicéridos de origen hepatico portadoras de la apo B-100 de las de origen
intestinal portadoras de apo B-48. El contenido de apo B-48 es determinante del nUmero
de particulas de lipoproteinas ricas en triglicéridos intestinales y de sus remanentes. En

cambio, el contenido en triglicéridos es un determinante del tamafio de la particula.
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Figura 13: Esquema resumido del metabolismo de los quilomicrones.

Los quilomicrones remanentes pueden contribuir directamente a la
aterosclerosis, ya que estas particulas pueden penetrar rapidamente en las paredes de las
arterias y quedar retenidas en los vasos sanguineos. Lo que incrementa el riesgo de
padecer enfermedad cardiovascular es el incremento del nUmero de quilomicrones vy,
por lo tanto, el numero de quilomicrones remanentes y no el tamafio de los mismos, ya
gue el incremento en el tamafio de los quilomicrones facilita un mayor transporte de
lipidos sin variar el numero de particulas (Nakatani y cols., 2011). Y es que en
situaciones normales, durante el proceso de absorcién lipidica, para adecuarse al
incremento en la cantidad de lipidos que tiene que transportar, el intestino produce
qguilomicrones de mayor tamafio, mientras que el nimero de quilomicrones no aumenta
(Hayashi y cols., 1990a).
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1.2.2.7 Regulacion de la sintesis de quilomicrones a través de la

alimentacion

En los ultimos afios muchos de los estudios realizados sobre el metabolismo
lipidico se han centrado en estado postprandial, puesto que el ser humano pasa la mayor
parte del dia en estado postprandial. La cantidad de grasa necesaria para incrementar de
manera significativa los niveles plasmaticos de triglicéridos es de 30-50 gramos,
aumentando de manera dosis dependiente la lipemia postprandial. Con cantidades

superiores a 80 gramos el aumento es constante (LOpez Miranda J, 2010).

Dietas ricas en carbohidratos pueden producir un incremento de los niveles
plasmaticos de triglicéridos. Ademas de la cantidad, el tipo de carbohidratos puede
alterar el metabolismo lipidico postprandial. Alimentos con alto indice glucémico
incrementan la insulinemia postprandial asi como los niveles de apo B-100 y apo B-48
(Harbis y cols., 2004). ElI consumo de fructosa también se ha relacionado con un

aumento de la lipemia postprandial (Chong y cols., 2007).

Otro de los factores son los acidos grasos poliinsaturados n-3 (omega-3) y n-6
(omega-6) cuyo consumo esta relacionado con una reduccion de la lipemia postprandial
(Ooi y cols., 2013).

1.2.3 Papel del intestino en la dislipemia

La hiperglucemia es una caracteristica asociada a la DM2, aunque también lo es
la alteracion del metabolismo lipidico, y es que el metabolismo de los acidos grasos es
un importante regulador de la resistencia a la insulina, elemento clave en la patogénesis
de la DM2 (McGarry, 1992). La hipertrigliceridemia postprandial, caracteristica comudn
de la resistencia a la insulina, esta atribuida a una sobreproduccion por parte del higado
de VLDL (Sparks y cols., 2012). Esta hipertrigliceridemia postprandial es un factor de
riesgo cardiovascular muy importante ya que contribuye de manera significativa al
desarrollo de aterosclerosis, enfermedad inflamatoria crénica y multifactorial,
caracterizada por la acumulacion excesiva de colesterol en la capa intima de la pared

arterial y cuyo origen implica una disfuncion endotelial, invasion de la pared arterial por

82



Introduccion

leucocitos y la subsecuente formacion de células espumosas. Las particulas ricas en
lipoproteinas estan implicadas en varios de estos procesos inflamatorios, como la
formacion de radicales libres, la activacion de los leucocitos, la disfuncién endotelial y

la formacion de las células espumosas.

La dislipemia es en gran parte debida a la acumulacién plasmatica de particulas
lipoproteicas hepaticas e intestinales ricas en triglicéridos. Esta acumulacion es a su vez
secundaria a la mayor produccion hepatica de VLDL, a un defecto en el aclaramiento de
las particulas ricas en triglicéridos atribuido principalmente a la disminucion de la
actividad de la LPL, a una anomalia en la composicion apoproteica de las lipoproteinas
y al aumento de particulas ricas en triglicéridos en el plasma como resultado de la
competencia que se crea entre las particulas ricas en triglicéridos de origen hepatico y

las de origen intestinal, ya que ambas utilizan la misma ruta catabdlica.

Un mayor tiempo de permanencia en el plasma de las particulas lipoproteicas
ricas en triglicéridos facilita la transferencia de triglicéridos desde estas particulas hacia
las LDL y HDL, por accion de las enzimas PLTP y CEPT. Estas LDL y HDL
enriguecidas en triglicéridos son sustrato de la lipasa hepatica, cuya funcidon es la
formacion de LDL pequefas y densas y el incremento del catabolismo de las HDL
(Adiels y cols., 2008). Como consecuencia aumenta el nimero de particulas de LDL

pequefas y densas y baja la concentracién de HDL.

Los quilomicrones y sus particulas remanentes pueden tener efectos aterogénicos
directos al causar dafos en las paredes de las arterias, bien sea por la deposicion de
lipidos o por los efectos oxidativos, inflamatorios o téxicos que pueden provocar.
Ademas, la acumulacién en el plasma de los remanentes de quilomicrones pueden tener
efectos aterogénicos de manera indirecta debido a la alteracion de las concentraciones
plasmaticas de lipoproteinas y/o del metabolismo lipoproteico, a los efectos negativos
sobre la sensibilidad a la insulina, a la posibilidad de causar trombosis y a los efectos
oxidativos y/o proinflamatorios que de manera indirecta facilitan el desarrollo de

aterosclerosis (Krauss, 1998).

La acumulacion de particulas lipoproteicas ricas en triglicéridos en las paredes

de las arterias es el inicio del proceso de aterosclerosis. Los quilomicrones por su
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tamafo, no son capaces de atravesar las paredes de los vasos. Sin embargo, sus
remanentes, particulas de menor tamafio, mas densas y ricas en colesterol pueden
penetrar la pared de los vasos sanguineos y quedar retenidas en el espacio subendotelial
(Proctor y Mamo, 2003). En los procesos de aterosclerosis también se encuentran
involucrados los procesos de inflamacion. Se ha demostrado que los quilomicrones
remanentes estan relacionados con esos procesos manteniendo un microambiente
proinflamatorio, procoagulante y proaterogénico en la pared arterial, con sus
consecuencias deletéreas (Alipour y cols., 2008). También se ha visto que los
quilomicrones remanentes estan asociados con la apoptosis de células endoteliales

(Kawasaki y cols., 2000).

En macréfagos y monocitos se ha aislado e identificado un receptor especifico
de la apo B-48 que Unicamente capta remanentes de quilomicrones (Brown y cols.,
2000, Varela y cols., 2011). La apo B-48 ha sido aislada de placas adrticas de ateroma
en el ser humano (Nakano y cols., 2008). La concentracion de colesterol es cuarenta
veces superior en las particulas lipoproteicas ricas en apo B-48 que en apo B-100, lo que
otorga la posibilidad a estas particulas de liberar cuatro veces mas colesterol en la pared
vascular que las particulas ricas en apo B-100. De ahi la importancia de los
quilomicrones y sus remanentes en los procesos de aterosclerosis (Proctor y cols.,
2002).

En ayunas, la contribucion del intestino a la produccion total de triglicéridos por
parte del organismo se ha estimado que oscila entre el 10 al 40% de la concentracidon
global de triglicéridos en ratas (Ockner y cols., 1969, Risser y cols., 1978). La
produccion y secrecion basal de lipoproteinas que contienen apo B-48 se encuentra
incrementada en el intestino de individuos con DM2 (Curtin y cols., 1996). La
contribucion del intestino a la hipertrigliceridemia basal también se ha visto
incrementada en modelos animales de DM2 (Risser y cols., 1978). Los niveles de apo
B-48 en ayunas estan asociados a la enfermedad arterial periférica sintomatica en
pacientes con DM2 (Lapice y cols., 2012), y correlacionan con la enfermedad coronaria
arterial (Masuda y cols., 2012). Los niveles séricos de apo B-48 en ayunas correlacionan
fuertemente con la lipemia postprandial, y es por esto por lo que se han propuesto como

un marcador de lipemia postprandial (Masuda y cols., 2011). Los niveles de apo B-48
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correlacionan con el grosor intima-media carotidea en individuos con niveles normales
de triglicéridos séricos (Nakatani y cols., 2011). Por esto, la concentracion de apo B-48
en ayunas podria servir como marcador de riesgo de aterosclerosis, y la relacién apo B-
48/triglicéridos ha sido propuesta como un marcador para la deteccion temprana de la
aterosclerosis, incluso cuando los niveles de triglicéridos no estan elevados (Yuasa-

Kawase y cols., 2012).

1.2.4 Papel del intestino en la resistencia a la insulina

La insulina, la hormona anabdlica mas importante, promueve la sintesis y
almacenamiento de carbohidratos, lipidos y proteinas inhibiendo su degradacién (Saltiel
y Kahn, 2001). En los estados de resistencia a la insulina, los niveles normales
circulantes de insulina son insuficientes para una adecuada regulacién del metabolismo.
Como resultado de la falta de supresion de la lipolisis en el tejido adiposo, se liberan
mas acidos grasos a la circulacion. Altos niveles de manera continuada de acidos grasos
en circulacion, perpetlan el estado de resistencia a la insulina mediante la inhibicién de
la captacion, almacenaje y oxidacion de la glucosa, e incrementando la produccion de

glucosa hepética (Bergman y Ader, 2000).

El contenido de macronutrientes de la dieta puede influir en el desarrollo de la
resistencia a la insulina. Asi lo muestran estudios que indican que un consumo excesivo
de carbohidratos y grasas pueden provocar el desarrollo de la misma (Uauy y Diaz,
2005). En concreto, dietas ricas en fructosa estan asociadas al desarrollo de
anormalidades metabdlicas como la hiperlipemia, hipertension, ganancia de peso...
(Khitan y Kim, 2013). El consumo de fructosa se ha incrementado en las Ultimas
décadas. Una de las razones por las cuales contribuye al incremento de la incidencia de
resistencia a la insulina es que es rapidamente absorbida y metabolizada por el higado.
La exposicidon del higado a grandes cantidades de fructosa provoca una estimulacion de
la lipogénesis y una acumulacion de triglicéridos, lo que conlleva a una menor

sensibilidad a la insulina.
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La dislipemia metabodlica es la complicacion mas comun de los estados de
resistencia a la insulina y DM2, y se considera que esta acentuada por la obesidad asi
como por factores ambientales como la dieta rica en grasas y el estilo de vida
sedentario. Las recientes investigaciones se centran en los procesos fisiolégicos en los
que el intestino puede exacerbar la dislipemia en los estados de resistencia a la insulina
y obesidad, y en cdmo se producen estos procesos. El intestino ya no es considerado
como un oOrgano pasivo sino que esta activamente implicado en la regulacion de la
absorcion, el transporte intracelular y el metabolismo lipidico, participando asi de

manera muy importante en el metabolismo lipoproteico.

El intestino es un dérgano sensible a sefales metabdlicas. La insulina reduce la
secrecion de apo B-48 y de quilomicrones en cultivo de explantes fetales de yeyuno
(Levy y cols., 1996). A nivel intestinal, los quilomicrones y las particulas remanentes se
encuentran incrementados en los estados de resistencia a la insulina (Curtin y cols.,
1996). Una de las razones es la sobreproduccion de VLDL por parte del higado y su
competicion con los quilomicrones por la ruta catabdlica que comparten. También se ha
descrito que la LPL, enzima necesaria para la lipolisis de los triglicéridos en circulacion,
y de cuya actividad depende la cantidad de acidos grasos liberados de los quilomicrones
y de VLDL, esta estimulada por la insulina (Karpe y cols., 2011). En estados de
resistencia a la insulina la actividad de LPL se encuentra disminuida, lo que implica una
menor aclaramiento de particulas de quilomicrones y de sus remanentes (Kobayashi y
cols., 2007).

Ademas, recientemente se ha descrito que la produccion de lipoproteinas que
contienen apo B-48 esta incrementada tanto en ayunas como en el estado postprandial
en modelos animales e individuos con resistencia a la insulina y en DM2 (Duez y cols.,
2006, Guo y cols., 2005), encontrandose este aumento asociado con una disminucién de
la tasa catabdlica de los quilomicrones remanentes en pacientes diabéticos (Hogue y
cols., 2007).

Los mecanismos por los cuales la tasa de produccion de lipoproteinas
intestinales aumenta en estados de resistencia a la insulina no estan aun bien
establecidos. En los procesos de resistencia a la insulina y de DM2, los niveles

plasmaticos de acidos grasos libres se encuentran aumentados debido a la saturacion de
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la capacidad de almacenamiento del tejido adiposo y a la menor supresion por parte de
la insulina de la lipolisis intracelular en los adipocitos (Lewis y cols., 2002). Esto
provoca que los acidos grasos libres sean redirigidos hacia otros tejidos que no son el
adiposo, alterando asi el metabolismo de los mismos. Se ha demostrado que la
produccion de lipoproteinas intestinales puede estar estimulada por un incremento
agudo de los acidos grasos libres en plasma, mostrando asi que no simplemente la
disponibilidad de grasa en el lumen intestinal influye en la produccién de lipoproteinas
intestinales, sino que también la disponibilidad de acidos grasos libres puede participar
en dicho proceso (Duez y cols., 2008). Los mecanismos moleculares que participan en
este proceso no estan aun descritos. Si los acidos grasos libres plasmaticos son
directamente incorporados a las recién sintetizadas lipoproteinas o si bien, estos acidos

grasos libres estimulan la incorporacion de triglicéridos aun se desconoce.

En un estudio realizado con el modelo animal de hamster Syrian Golden, modelo
de resistencia a la insulina debido a una alimentacion rica en fructosa, se sugiere que la
produccion de particulas lipoproteicas ricas en triglicéridos por parte del intestino puede
ser debida a la induccion de la lipogénedts novo, a un aumento de la sintesis
endogena de triglicéridos y de ésteres de colesterol, junto a una mayor estabilidad de
apo-B48 intracelular y una mayor expresion de MTP y de apo A-IV. Todo ello
contribuye a la formacion y secrecion de lipoproteinas intestinales de mayor tamario
(Haidari y cols., 2002). Este aumento en la produccion de lipoproteinas ricas en
triglicéridos de origen intestinal se ha observado en otros modelos animales de
resistencia a la insulina (Zoltowska y cols., 2003). En individuos obesos, se ha
comprobado que la lipogénesis de novo en el intestino se ve incrementada en los estados
de resistencia a la insulina, junto con un incremento de la sintesis de apo B-48 y un
aumento en la sintesis y secrecion de lipoproteinas ricas en triglicéridos (Veilleux y
cols., 2014).
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1.3 LIPOGENESIS DE NOVO

La lipogénesis de nowss una ruta metabolica que sintetiza acidos grasos cuando
hay un exceso de carbohidratos. Estos acidos grasos pueden ser incorporados a los
triglicéridos para almacenar energia. La lipogénesis consta de una serie de reacciones
mediante las cuales el acetil-CoA, producto intermediario del metabolismo de la
glucosa, se convierte en acidos grasos. Estas reacciones tienen lugar fuera de la
mitocondria. El acetil-CoA es sintetizado en la mitocondria por descarboxilacion
oxidativa del piruvato y no puede atravesar la membrana mitocondrial. En su lugar, es el
citrato el que atraviesa la membrana. Una vez en el citoplasma, la lipoginesigo
se realiza por medio de dos sistemas enzimaticos ubicados en el citoplasma celular: la
acetil-CoA carboxilasa (ACC), que convierte el acetil-CoA en malonil-CoA y la acido
graso sintetasa (FAS, del inglé&tty acid sinthase), que cataliza la sintesis de
palmitato a partir de una molécula de acetil-CoA y siete de malonil-CoA. El palmitato
sintetizadode novo puede ser modificado por la elongasa Elovl-6 (Elovl-6, del inglés
“elongation of very long-chain fatty acid family member) 6y la esteaoril-CoA
desaturasa-1 (SCD-1, del ingléstearoyl-CoA desaturase-}” para producir otras
especies lipidicas. Elovl-6 cataliza la elongacion de los acidos grasos de 12, 14 o 16
carbonos, y para ello usa malonil-CoA como sustrato y NADPH como agente reductor.
Mientras, la SCD-1 introduce un doble enlace en la posigi$éndel acido graso

saturado.

Factores dietéticos como la cantidad y el tipo de carbohidratos, el contenido de
fibra y el tipo de grasas pueden influir sobre el efecto de los carbohidratos en los lipidos
plasmaticos (Frayn y Kingman, 1995). Los niveles de glucosa en sangre pueden
estimular la lipogénesis a través de varios mecanismos (Kersten, 2001). Uno de ellos es
gue el metabolismo de la glucosa a través de la ruta glucolitica aporta la fuente de
carbono necesaria para la sintesis de acidos grasos (Strable y Ntambi, 2010). Otro
mecanismo es que la glucosa induce la expresion de los enzimas implicados en la ruta
lipogénica (Kersten, 2001), uno de los motivos es porque induce la liberacion de

insulina, la cual ejerce su regulacion sobre los genes lipogénicos a través de la
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activacion de la proteina de union a elementos regulados por esteroles-1 (SREBP-1, del

inglés“sterol regulatory element-binding protein-Y(Kersten, 2001, Strable y Ntambi,

Pirwvalo- . Lactato

Citosol

Mitocondriav
Sintesis de acidosgrasos
Acidoygrasos Citrato-
complejoy Acelil-CoA
o] Go> | i
Palmitato Malonil-CoA «<—— Acetil~-CoA

Figura 14: Lipogénesis de novo.

La lipogénesigle novo se lleva a cabo principalmente en el tejido adiposo y en

el higado, siendo el higado cuantitativamente mas importante en este aspecto.

Alteraciones en la lipogéneside novo en tejidos lipogénicos pueden alterar la

homeostasis lipidica del organismo. Ademas, los tejidos no lipogénicos, donde la

lipogénesisde novo se encuentra suprimida en condiciones normales, pueden mostrar
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un aumento de esta ruta en determinadas condiciones fisiolégicas. Se ha comprobado
que el intestino posee los enzimas necesarios para poder sintetizar triglicéridos a partir
de glucosa (Stifel y cols., 1969). Evidencias de la existencia de esta lipoginesis

en el intestino ha sido descrita en modelos animales de resistencia a la insulina inducida
a través de la alimentacion como en el hanSyeian Golden y ePsammomys obesus
(Haidari y cols., 2002, Zoltowska y cols., 2003). En hamster se ha visto que la
induccién de la resistencia a la insulina a través de la alimentacion con fructosa produce
la activacion de la proteina de unién a elementos regulados por esteroles-1c (SREBP-1c
del inglés*“sterol regulatory element binding protein-)cque tiene un papel muy
importante en la lipogénesis (Federico y cols., 2006), siendo la isoforma SREBP-1c la
principal isoforma localizada en el intestino de hamster, y cuyo nivel de ARNm se
correlaciona con los niveles de expresion de los enzimas FAS, ACC y ATP citrato liasa
(ACL) (Field y cols., 2003).

A continuacion, se describen algunas de las enzimas que participan en la

lipogénesis de novo, las cuales son objeto del presente estudio.

1.3.1 Complejo piruvato deshidrogenasa (PDH)

El complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) esta localizado en la matriz
mitocondrial. Sirve como punto de union entre la glicolisis (metabolismo aerdbico) y el
ciclo del acido citrico. Por ello su regulacion es un punto clave para la seleccién del
sustrato energético en los tejidos. Cataliza la descarboxilacién oxidativa del piruvato
para formar acetil-CoA. El complejo PDH esta formado por multiples subunidades de
tres componentes cataliticos: piruvato deshidrogenasa (subunidad E1), dihidrolipoamida
acetiltransferasa (subunidad E2) y dihidrolipoamida deshidrogenasa (subunidad E3). La
subunidad E1 es un tetramero formado por dos subunidagle®s subunidadgy de
41kDa y 36 kDa respectivamente. EI complejo PDH consta de aproximadamente 20-30
copias de la subunidad E1, 60 copias de la subunidad E2, seis copias de la subunidad
E3. Consta ademas de dos enzimas reguladoras, una protein quinasa que inactiva el
complejo mediante la fosforilacion y otra fosfatasa la cual lo activa.
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En circunstancias donde se incrementa el flujo glicolitico y por tanto la
oxidacion de la glucosa, se produce la supresion de la actividad del complejo PDH, para
asi conservar la glucosa cuando este sustrato escasea, como en situaciones de ayuno o
cuando hay un alto consumo de grasas en la dieta. De esta manera se favorece el uso de
los lipidos como sustrato metabdlico (Harris y cols., 2002) y asi se maximiza la

disponibilidad de sustratos para la gluconeogénesis (Huang y cols., 2002).

La activacién del complejo PDH esta regulado por la insulina (Randle, 1986).
Esta activacion en los tejidos lipogénicos (Johnson y Denton, 2003) es de gran
importancia ya que junto con la activacion del transporte de glucosa y de la enzima
ACC, representa el mecanismo por el cual la insulina incrementa la conversion de

glucosa a &cidos grasos.

En modelos animales de diabetes inducida los niveles de actividad del complejo

piruvato deshidrogenesa son menores (Mondon y cols., 1992).

1.3.2 ATP citrato liasa (ACL)

La ACL es un punto de unién entre el metabolismo de la glucosa y la sintesis de
acidos grasos. La ACL es una enzima citosolica responsable de la sintesis de acetil-
CoA. Esta proteina esta formada por cuatro subunidades idénticas, cada una de las
cuales esta formada por 1101 residuos aminoacidicos. Cataliza la formacion de acetil-
CoA y oxaloacetato a partir de citrato y CoA con la hidrélisis simultanea de ATP a
ADP vy fosfato. El producto, acetil-CoA, estd implicado en numerosas rutas de
biosintesis, incluyendo la lipogénesis y la colesterogénesis (Chypre y cols., 2012). Se
expresa de manera abundante en higado y tejido adiposo blanco, mientras que sus
niveles de expresion en cerebro, corazén, intestino delgado y muasculo son menores
(Fukuda y cols., 1992).

La expresion de ACL esta regulada principalmente por el factor de transcripciéon
SREBP-1 (Bauer y cols., 2005). Se ha postulado que la ruta PI3K/Akt estimula la
actividad de la ACL principalmente a través de su fosforilacion mas que por un aumento

de su transcripcion (Chypre y cols., 2012).
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1.3.3 Acetil-CoA carboxilasa (ACC)

La enzima ACC es una enzima dependiente de biotina que cataliza la
carboxilacion de la acetil-CoA para producir malonil-CoA a través de sus dos
actividades cataliticas, biotina carboxilasa y carboxiltransferasa. Hay dos isoformas de
esta enzima en mamiferos codificadas por distintos genes: acetil-CoA carboxilasa-1 o
acetil-CoA carboxilasa- (ACC1) y la acetil-CoA carboxilasa-2 o acetil-CoA
carboxilasa (ACC2). La ACC1 se localiza principalmente en &bl y su producto
malonil-CoA es utilizado en la sintesis de &cidos grasos. Se expresa principalmente en
tejidos lipogénicos como el higado y el tejido adiposo (Kreuz y cols., 2009). Mientras
que ACC2 se localiza principalmente en la mitocondria y su producto sirve como
inhibidor de lap-oxidacion de acidos grasos. Se expresa principaémen tejidos

oxidativos como el musculo esquelético y el corazén (Kreuz y cols., 2009).

La insulina aumenta los niveles de expresion de acetil-CoA y en estados de
resistencia a la insulina los niveles se encuentran significativamente reducidos (Iritani,
1992). Factores de transcripcion como SREBP-1c, receptor hepatico X, receptor
retinoide X, PPARs, FOXO y PGC participan en su regulacion (Brownsey y cols.,
2006).

1.3.4 Acido graso sintetasa (FAS)

Cataliza la biosintesis de acidos grasos saturados a partir de precursores simples.
El producto principal de la reaccion es el palmitato (C16:0). Utiliza como sustrato
acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH. EIl acido graso es elongado desde el acetil-CoA
por una serie de ciclos de condensaciéon con malonil-CoA, el cual dona dos carbonos en
cada uno de los ciclos. Asi, para la sintesis de palmitato son necesarios sietes ciclos y
por lo tanto siete moléculas de malonil-CoA que donen sus atomos de carbono al acetil-

Coa para dar lugar al acido graso saturado de 16 carbonos.

La enzima FAS esta formada por dos mondmeros idénticos de 270 kDa cada uno
y s6lo es enzimaticamente activa cuando se encuentra en forma de dimero. Cada una de

las subunidades contiene mdultiples dominios funcionales. Estos dominios poseen
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distintas actividades enzimaticas las cuales son necesarias para la sintesis y elongacion
de los acidos grasos: acetil transfergsagetoacil sintetasa, malonil transferaga,
cetoacil reductasa,-Bidroxiacil deshidratasa y enol reductasa.

Es una proteina soluble que se expresa en numerosos tejidos presentando unos
niveles mayores en higado, tejido adiposo y pulmones (Semenkovich y cols., 1995).
FAS se encuentra regulada a nivel hormonal y nutricional, y es regulada principalmente
por la insulina a través de mecanismos transcripcionales (Goodridge, 1986), aunque se
ha visto que otros mecanismos y otros nutrientes y hormonas regulan su expresion
(Semenkovich, 1997).

La expresion del gen FAS y su actividad se ha visto incrementada por la insulina
en adipocitos humanos (Claycombe y cols., 1998). En tejido adiposo, los niveles de
expresion de FAS son mayores en individuos obesos (Berndt y cols., 2007),
correlacionando sus niveles con el tamafio del adipocito (Bluher y cols., 2004). En
individuos con DM2 también se ha observado una mayor expresion de este gen (Berndt
y cols., 2007).

1.3.5 SREBP-1c

SREBP tiene un papel muy importante en la regulacion intracelular de colesterol
y en general, en la homeostasis lipidica. SREBP estimula la expresion de genes
codificantes para proteinas que participan en la sintesis de colesterol y acidos grasos
(Brown y Goldstein, 1997). SREBP juega un papel importante en el desarrollo de
ciertas patologias asociadas con la obesidad y el sindrome metabdlico como son la

esteatosis hepatica y la hiperlipidemia (Moon y cols., 2012).

SREBP es una familia de factores de transcripcion que se unen a elementos de
respuesta a esteroles. La familia SREBP esta formada por tres miembros: SREBP-1a,
SREBP-1c y SREBP-2. SREBP-1la y SREBP-1c estan codificados por el mismo gen
pero difieren en sus primeros exones debido a la utilizacién de diferentes sitios de inicio
de transcripcion. En humanos, SREBP-1c esta implicado en el metabolismo de los

acidos grasos (Brown y Goldstein, 1997, Horton y cols., 2002) y SREBP-2 patrticipa en
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la homeostasis del colesterol (Moore y cols., 2010), mientras que SREBP-la esta
implicado en ambas rutas (Brown y Goldstein, 1997, Horton y cols., 2002). SREBP-1c
se expresa en la mayoria de tejidos en humanos, siendo mayor en higado, tejido adiposo
blanco, glandula adrenal y cerebro (Shimomura y cols., 1997). Por el contrario, SREBP-
la se expresa en tejidos con alta capacidad de proliferacion celular como el intestino y
bazo (Shimomura y cols., 1997). La expresion de SREBP-2 es ubicua (Sato, 2010).

SREBP-1c tiene un papel muy importante en la activacion de la sintesis de
acidos grasos en respuesta a la insulina (Ducluzeau y cols., 2001). SREBP esta
implicado en la regulacién de genes relacionados con la sintesis de acidos grasos y
triglicéridos como ACL, ACC, FAS y SCD (Horton y cols., 2002). En la diabetes se ha
visto que los niveles de expresion de SREBP-1c son menores, y que se incrementan de

manera significativa tras el tratamiento con insulina (Ducluzeau y cols., 2001).
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1.4 GLUCONEOGENESIS

La produccion enddégena de glucosa es una funcidn crucial que permite al
organismo mantener una concentracién de glucosa en plasma en niveles normales en
aguellas situaciones en las cuales la captacién de glucosa a partir de los alimentos se
encuentra ausente, como por ejemplo durante la noche. La glucosa es la principal fuente
de energia para el metabolismo de la mayoria de tejidos. EI mantenimiento de la
concentracion de glucosa en sangre en un rango adecuado es importante principalmente
por dos razones. Primero, el requerimiento de glucosa por parte del cerebro como fuente
de energia; en estado postprandial el cerebro utiliza glucosa casi exclusivamente,
requiriendo ~117-142 g/dia (Institute of Medicine, 2005). El segundo motivo por el cual
se produce esta cuidadosa regulacién de la concentracién de glucosa es porque la
glucosa puede llegar a ser tdxica llegando a provocar modificacibn de proteinas
(Degenhardt y cols., 1998) o dafio oxidativo (Huebschmann y cols., 2006), asi como
otros efectos adversos producidos por un exceso de glucosa que se han demostrado en

pacientes con DM2 mal controlada (Skyler, 1996).

La produccion enddégena de glucosa se produce principalmente en el higado,
donde la glucosa se produce a partir de la rotura del glucégeno almacenado
(glucogenolisis), o bierde novo(gluconeogénesis). La gluconeogénesis es un proceso
en el cual precursores no carbohidratados (piruvato, lactato, glicerol, alanina y
glutamina) son convertidos en glucosa. Es el proceso reverso de la glicolisis y tiene

lugar en su mayor parte en el citoplasma de la célula.

En estado postprandial, el glucogeno se almacena en el higado y en el musculo
esquelético. Esto, junto con la glucosa que se absorbe en el intestino constituye la
principal fuente de glucosa para los tejidos periféricos para las siguientes horas. El
periodo entre comidas y especialmente durante la noche, cuando no hay ingesta de
alimentos, la glucogenolisis libera la glucosa almacenada en forma de glucégeno, de
manera que el glucégeno se va agotando. Cuando esto ocurre, la glucosa es sintetizada a
través de la ruta gluconeogénica. Por tanto, la funcion de la gluconeogénesis es

proporcionar al organismo glucosa en aquellas condiciones fisioldgicas en las cuales los
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depositos de glucdégeno estan agotados y no hay absorcion de glucosa por parte del

intestino.

Una de las alteraciones asociadas a la DM2 es el incremento de producciéon de
glucosa enddgena, la cual contribuye a la hiperglicemia caracteristica de la enfermedad
(Woerle y cols., 2006). Se ha demostrado que la gluconeogénesis se ve incrementada en
el higado durante el ayuno y en la DM2 (Pilkis y cols., 1988), asi como en la corteza del
rifidn durante ayuno prolongado, DM2 y en acidosis metabdlica (Adrogue, 1992). En
pacientes con DM2 se ha observado un incremento de la gluconeogénesis a partir de
diversos sustratos como el lactato, la alanina, el piruvato y el glicerol (Puhakainen y
cols., 1992, Stumvoll y cols., 1996). En modelos animales de obesidad, resistencia a la
insulina e intolerancia a la glucosa se ha observado un incremento en los niveles de las
enzimas implicadas en la gluconeogénesis (Song y cols., 2001, Andrikopoulos vy
Proietto, 1995).

La mayoria de las reacciones de la gluconeogénesis son catalizadas por las
mismas enzimas de la ruta glucolitica y proceden a la inversa de los pasos utilizados en
la glucolisis. Sin embargo, hay tres pasos irreversibles que son llevados a cabo por
enzimas exclusivas de la gluconeogénesis. Estas reacciones son la formacion de

fosfoenolpiruvato, la formacion de fructosa 6-fosfato y la formacion de glucosa.

Sintesis de fosfoenolpiruvato: Comienza en la mitocondria con la conversiéon de

piruvato a oxalacetato por la piruvato carboxilasa (PC) que usa biotina como coenzima.
La ruta continla en el citoplasma, para lo cual el oxalacetato tiene que atravesar la
membrana mitocondrial. Al no poder atravesarla por difusion, es transportado al
citoplasma a través de dos mecanismos: o0 bien, la conversion a fosfoenolpiruvato,
reaccion llevada a cabo por la PEPCK; o bien, mediante la reduccién a malato a
expensas de NADH por la malato deshidrogenasa. El malato atraviesa la membrana
mitocondrial y es reconvertido a oxalacetato en el citoplasma por la malato
deshidrogenasa citosélica usando NADPEbmo coenzima. El oxalacetato es
fosforilado a fosfoenolpiruvato por la PEPCK. Posteriormente, el fosfoenolpiruvato se
convierte en frucotsa 1,6-bifosfato siguiendo, en sentido contrario las reacciones

reversibles de la glucolisis.
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Conversion de fructosa 1,6-bifosfato en fructosa 6-fosfato: Es una reaccion

hidrolitica por la cual se elimina el grupo fosfato en posicion 1 de la fructosa por accién
de la enzima fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa). La fructosa 6-fosfato se convierte en

glucosa 6-fosfato por la reaccion reversible de la glucolisis.

>

Oxadacetato «——— Pirwalo- ‘/
T ™

Glutmmina

Figura 15: Gluconeogénesis.

Formacién de glucosa a partir de glucosa 6-fosfato: En esta reaccion se libera el

grupo fosfato en posicion 6 de la glucosa por accion de la G6Pasa.
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A continuacion se describen algunas de las enzimas que participan en la

gluconeogénesis, las cuales son objeto del presente estudio.

1.4.1 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK)

La PEPCK es una enzima monomeérica de 69 kDa que cataliza la reaccion de
conversion de oxalacetato en fosfoenolpiruvato. Se expresa principalmente en el higado
y rifidn y también en tejido adiposo, glandula mamaria durante la lactancia e intestino
delgado (Chakravarty y cols., 2005). Su funcion en tejidos no gluconeogénicos no esta
aun muy definida. En el tejido adiposo, por ejemplo participa en la gliceroneogénesis, la
formacion de glicerol-3-fosfato necesario para la sintesis de los triglicéridos (Hanson y
Reshef, 2003).

En mamiferos se han descrito dos isoformas, una citosoélica y otra mitocondrial,
codificadas por genes distintos pero homologos. La isoenzima citosolica esta codificada
por el genPCK1 localizado en humanos en el cromosoma 20q.13.13. La isoenzima
mitocondrial esta codificada por el ge&K2 localizado en humanos en el cromosoma
14q.11.2. Ambas isoenzimas son proteinas de 622 y 640 aminoacidos respectivamente,
teniendo un 68% de identidad y un 82% de similitud en sus secuencias (Beale y cols.,
2007).

PEPCK es considerada una enzima clave en la gluconeogénesis, aunque también
participa en otras rutas como son la gliceroneogénesis, la sintesis de serina y en la
cataplerosis de los intermediarios del ciclo del &cido citrico (retirada de los aniones del
ciclo del acido citrico). Los principales factores que incrementan la expresion de la
enzima PEPCK son el AMP ciclico, los glucocorticoides y las hormonas tiroideas,

mientras que la insulina ejerce un efecto inhibitorio (Hanson y Reshef, 1997).

La mayoria de los estudios se han realizado sobre la isoforma citosoélica de la
PEPCK, siendo considerada un marcador virtual de la gluconeogénesis hepéatica, si bien
en la mayoria de mamiferos, incluyendo humanos, el 50% de la actividad total de la
enzima PEPCK corresponde a la isoforma mitocondrial (Hanson, 2009). Tras afios de

estudio de la isoforma citoplasmatica, el consenso general es que alteraciones en la
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transcripcion del gen que codifica para PEPCK citosdlica regulan la actividad total de

esta enzima.

En modelos animales genéticamente modificados carentes de la enzima PEPCK
citosolica en el higado y que sobreexpresaban la enzima PEPCK mitocondrial, se
demostré que la enzima PEPCK mitocondrial contribuia a la produccion hepatica de
glucosa (Mendez-Lucas y cols., 2013), concluyendo que a pesar de su potencial
gluconeogénico, coopera con la enzima PEPCK citosélica ajustando los flujos

gluconeogénicos a los cambios en los sustratos y energia disponible.

Ratas con diabetes inducida por estreptozotocina presentan niveles elevados de
ARNmM y de actividad de la enzima PEPCK, tanto en el duodeno como en el yeyuno. El
tratamiento con insulina durante 10 horas provoca una disminucion en los niveles de
ARNmM, lo cual muestra el efecto inhibitorio de la insulina sobre los niveles de
expresion génica de la enzima PEPCK en el intestino delgado de ratas (Rajas y cols.,
2000). En ratones transgénicos que sobreexpresaban PEPCK en el higado se ha descrito
una resistencia a la insulina hepatica y una tolerancia alterada a la glucosa (Valera y
cols., 1994, Sun y cols., 2002). En ratas que sobreexpresaban PEPCK en los rifiones se
ha mostrado una tolerancia alterada a la glucosa, resistencia a la insulina hepatica, asi

como resistencia a la insulina en musculo y tejido adiposo (Lamont y cols., 2003).

1.4.2 Fructosa 1,6-bifosfatasa (FBPasa)

Cataliza la conversion irreversible de fructosa 1,6-bifosfato a fructosa 6-fosfato
y fosfato inorganico. Esta enzima esta activada por diversos cationes monovalentes e
inhibida competitivamente por fructosa 2,6-bifosfato y alostéricamente por adenosin 5-
monofosfato y nicotinamida adenina dinucledtido. En mamiferos existen dos genes
FBP1 yFBP2 que codifican para dos isoenzim@BP1 codifica la FBPasa hepatica,
gue se expresa principalmente en érganos gluconeogénicos. La isoforma codificada por
FBP2 se expresa en el musculo estriado y es ampliamente expresada en células no

gluconeogénicas. Ambas isoformas comparten un 77% de identidad a nivel proteico.
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En modelos animales de obesidad y resistencia a la insulina se ha mostrado un
incremento de la actividad hepatica de la enzima FBPasa (Andrikopoulos y cols., 1993,
Song y cols., 2001). En ratones que sobreexpresan la enzima FBPasa hepatica humana,
se ha observado un incremento de la gluconeogénesis a partir de glicerol como resultado

de la sobreexpresion de la FBPasa hepatica humana (Lamont y cols., 2006).

En humanos, un incremento de FBPasa hepatica se ha relacionado con un
incremento de la produccion enddgena de glucosa, ya que en pacientes obesos con DM2
se ha observado un incremento de la gluconeogénesis a partir de glicerol (Puhakainen y
cols., 1992), sustrato que entra en la ruta gluconeogénica justo antes de la reaccion

catalizada por la FBPasa.

1.4.3 Glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa)

La enzima G6Pasa es una enzima crucial en el control de la homeostasis de la
glucosa. Cataliza la dltima reaccién bioquimica de la ruta de la gluconeogénesis y
glucogenolisis, consistente en la hidrdlisis de la glucosa 6-fosfato en glucosa y fosfato
inorganico. La G6Pasa se encuentra embebida en la membrana del reticulo
endoplasmatico. Es un sistema formado por diversas proteinas integrales de membrana,
una subunidad catalitica y transportadores de glucosa 6-fosfato, fosfato inorganico y
glucosa. Existen distintas isoformas de la subunidad catalitica que estan codificadas por
distintos genes: G6RG6PC2 y G6PC3.

El genG6PC se expresa principalmente en higado y rifiones, y a niveles mas
bajos en intestino e islotes pancreaticos (van de Werve y cols., 2000). En islotes
pancreaticos también se expresa el @6RC2, codificante para la subunidad catalitica
de la G6Pasa especifica de islotes pancreaticos (IGRP, del freigdsglucose-6-
phosphatase catalytic subunit-related protdiffamada asi por su expresion selectiva
en este tejido (Arden y cols., 1999). Esta subunidad catalitica codifica@G6p@?2 es
similar en tamafio, 355 aminoacidos, topologia y secuencia (alrededor del 50% de
identidad a nivel de aminoacido) a la subunidad catalitica codificad&®PBC Su

sobreexpresionn vitro no incrementa la hidrdlisis de la glucosa-6-fosfato, y por lo
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tanto su papel aun no esta bien definido (Arden y cols., 188PC3 codifica para la
isoforma denominada glucosa-6-fosfatasa expresada ubicuamente (UGRP, del inglés
“ubiquitously expressed glucose-6-phosphatase catalytic subunit-related protgia”

aungue se expresa principalmente en cerebro, musculo y rifién, se ha detectado en todos

los tejidos estudiados.

La G6Pasa esta regulada por la insulina en higado y rifiones (Mithieux y cols.,
1996) asi como en el intestino delgado (Rajas y cols., 1999). En modelos animales se ha
descrito que tanto sus niveles de expresidbn como sus niveles de actividad enzimatica
estan incrementados durante el ayuno y en la DM2 (Rajas y cols., 1999, Mithieux y
cols., 2004b).

La G6Pasa esta considerada como la enzima crucial para el inicio de la
gluconeogénesis en el intestino (Mithieux y cols., 2004b). Un estudio en un modelo
animal muestra que durante las primeras horas de ayuno, la induccién del gen de la
PEPCK no es suficiente para desencadenar una produccion de glucosa detectable en el
intestino delgado, a pesar de que su actividad enzimatica alcanza los niveles maximos a
las 24 horas de ayuno, momento en el cual la actividad de la enzima G6Pasa aun no se
ha incrementado (Mithieux y cols., 2004a). Sin embargo, la produccion de glucosa por
parte del intestino se ha situado entorno al 20% de la produccién endégena de glucosa
total a las 48 horas de ayuno, momento en el cual ambas enzimas muestran un
incremento de su actividad (Mithieux y cols., 2004a, Croset y cols., 2001). Esto ha
llevado a sugerir que la enzima G6Pasa es mas importante que la enzima PEPCK para la

iniciacion de la gluconeogénesis intestinal.

1.4.4 Glutaminasa

La glutaminasa es una enzima mitocondrial que cataliza la hidrélisis de
glutamina a glutamato, amonio y agua. La glutamina es el aminoacido mas comun en el
organismo Yy juega un papel fundamental en procesos metabdlicos como el transporte de
nitrogeno, el estado redox celular y en el metabolismo energético. La glutamina también

sirve como precursor de la sintesis de proteinas, aminoacidos y/o acidos nucleicos.
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Hay descritas dos isoformas de la enzima glutaminasa, que provienen de genes
relacionados pero diferentes. La glutaminasa hepética se encuentra en el higado y
participa en la regulacion de la gluconeogénesis en el higado y en la sintesis de urea. La
otra isoforma, es conocida como glutaminasa renal y no solo se localiza en los rifiones,

sino que también se encuentra en el intestino y en otros tejidos extra-hepaticos.

En el higado, los principales precursores gluconeogénicos son la alanina y el
lactato. Sin embargo, la glutamina no es utilizada como sustrato gluconeogénico debido
a la baja afinidad que muestra la glutaminasa hepéatica por su sustrato, a diferencia de la
alta afinidad que muestra la glutaminasa expresada en el intestino (Windmueller, 1984).
La principal funcidén de la glutaminasa en el intestino es la regulacion del metabolismo

del enterocito, ya que la glutamina es la principal fuente de energia del enterocito.

1.4.5 Regulacién de la gluconeogénesis

La regulacion de la gluconeogénesis ocurre a multiples niveles como la
expresion génica, la regulacion alostérica por pequefios metabolitos y modificaciones
post-traduccionales. Los niveles de expresion de G6Pasa y PEPCK estan regulados por
hormonas como la insulina (Rajas y cols., 1999, Rajas y cols., 2000), factores de
transcripcion como SREBP-1c y por enzimas transductores de sefiales como PI3K
(Dickens y cols., 1998). La leptina, es otra hormona implicada en la homeostasis de la
glucosa que podria estar implicada en la regulacion de la gluconeogénesis.

1.45.1 PISK

La PI3K es necesaria para la supresion de la expresion de la G6Pasa por la
insulina (Dickens y cols., 1998). Se ha descrito que la activacion de PI3K por la insulina
se encuentra fuertemente reducida en el higado de ratones diabéticos (Folli y cols.,
1993). En ratones transgénicos se ha mostrado como la sobreexpresion de la subunidad
catalitica de PI3K es suficiente para reducir considerablemente la expresién de los genes
PEPCK y G6Pasa. Ademas, la sobreexpresion en un mutante de la subunidad
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reguladora p8w de PI3K, el cual carece de sitio de unidn para sidlagl catalitica,
incrementa la expresion de PEPCK y G6Pasa, asi como la produccién de glucosa
hepaticain vivo (Miyake y cols., 2002). En hepatocitos, la activacién de PI3K por la
insulina juega un papel importante en la sintesis de glucégeno y en la inhibicion de la
expresion de PEPCK (Sutherland y cols., 1995). Es por ello por lo que la activacion de

PI3K por la insulina se considera fundamental para la regulacion de la gluconeogénesis.

1.4.5.2 SREBP-1c

Como hemos comentado anteriormente, SREBP es una familia de factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes que participan en el metabolismo de
acidos grasos, triglicéridos y colesterol (Horton y cols., 2002). Estudios previos también
han mostrado que SREBP-1 est& involucrado en la regulacion de genes que participan
en el metabolismo de los carbohidratos, como la G6Pasa y la PEPCK (Yamamoto y
cols., 2004). La expresion de SREBP-1c esté inducida por la insulina, mientras que el
glucagon ejerce el efecto contrario (Foretz y cols., 1999). En hepatocitos de rata, se ha
demostrado que la ruta de sefializacion que implica IRS1-PI3K es esencial para la

expresion de SREBP1c inducida por insulina (Matsumoto y cols., 2002).

El efecto de la insulina sobre la SREBP-1c podria estar mediado a través de
IRS1, ya que en modelos animales de resistencia a la insulina donde la expresion de
IRS2 esta ausente o disminuida, se induce la expresién tanto de SREBP-1c como de sus
genes diana (Shimomura y cols., 2000). Ademas, la inhibicion de la fosforilacion de
IRS1 anula la induccion de la expresion de SREBP-1c por insulina en hepatocitos de
ratain vitro (Matsumoto y cols., 2002). El efecto de la insulina sobre la expresion y
sintesis de SREBP-1c implica principalmente a la ruta mediada por PI3K (Matsumoto y
cols., 2002).

Los genes que codifican para las enzimas gluconeogénicas estan regulados
negativamente por la insulina. En ratones con diabetes inducida por estreptozotocina, la
sobreexpresion de SREBP-1c mediante adenovirus en el higado dio como resultado el

incremento en la expresion de enzimas lipogénicos como FAS y una disminucion de la
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expresion de PEPCK (Becard y cols., 2001), mimetizando perfectamente el efecto de la
administracion de insulina. Las consecuencias fisiolégicas de esta sobreexpresion de
SREBP-1c hepatico fueron un incremento en el contenido hepatico de glucégeno y
triacilglicerol y un marcado descenso de la hiperglicemia en los ratones diabéticos
(Becard y cols., 2001).

El papel de SREBP-1c en la inhibicion de la expresién de PEPCK por insulina
se ha puesto de manifiesto en modelos animales modificados genéticamente carentes de
SREBP-1c. En estos animales en condiciones post-absortivas, los niveles de ARNm de

PEPCK son tres veces mayores (Liang y cols., 2002).

1.4.5.3 Leptina

La leptina es una hormona peptidica de bajo peso molecular (16 kDa) codificada
por el genlep, cuya secuencia se encuentra altamente conservada en mamiferos.
Originalmente fue descrita como una proteina secretada por el tejido adiposo blanco que
actuaba sobre el hipotalamo participando en la regulacion de la ingesta de alimento y en
el gasto energético. Posteriormente, se ha descrito que otros tejidos como el estbmago,
placenta, cerebro, musculo esquelético y epitelio mamario secretan leptina (Margetic y
cols., 2002). Esta hormona también ejerce sus efectos en numerosos tejidos y érganos
periféricos, como muestra la amplia distribucion de su receptor lepR (lep-R, del inglés
“leptin receptor”) (Baratta, 2002), entre ellos se encuentra el intestino delgado (Hansen
y cols., 2008). Se han descrito seis isoformas de lepR, que son generadas por splicing
alternativo del gertepr. Estas isoformas comparten un dominio de unién a la leptina

comun pero difieren en sus dominios intracelulares.

El intestino presenta receptores lepR tanto en la membrana apical como en la
basolateral (Barrenetxe y cols., 2002). La mucosa gastrica secreta leptina tanto de forma
endocrina como exocrina. Se une al receptor lepR soluble, lo cual facilita que la leptina
permanezca estable frente a los jugos gastricos, ya que la unién a su receptor protege a
la leptina del pH &cido y de la actividad proteolitica del estbmago, favoreciendo asi la

llegada de la leptina al intestino delgado (Guilmeau y cols., 2004). De esta forma

106



Introduccion

exocrina, la leptina se une a los receptores lepR situados en las células epiteliales
intestinales apicales. Alternativamente, y de manera endocrina, la leptina secretada por
la mucosa gastrica o por otro tejido/érgano puede llegar al epitelio intestinal por el
torrente sanguineo y unirse a los receptores lepR localizados en la membrana
basolateral. La leptina en el intestino participa en la regulacion de la absorcion,
asimilacion y utilizacion de los nutrientes, la motilidad intestinal y la secrecion de
hormonas intestinales asi como en la proliferacion celular y la funcién de la barrera

intestinal (Yarandi y cols., 2011).

Ademas de su papel en la homeostasis del peso corporal, la leptina esta
implicada en numerosos procesos fisiolégicos como la angiogénesis, hematopoyesis,
formacion de hueso, regulacion del metabolismo de los carbohidratos y lipidos (Baratta,
2002, Fruhbeck, 2002), asi como en la absorcion de nutrientes a nivel intestinal (Fanjul
y cols., 2012).

En estados de ayuna, los niveles circulantes de leptina son bajos, mientras que en
estado postprandial y en invididuos con obesidad los niveles de leptina circulantes se
encuentran elevados (Ahima y cols., 2000). Los individuos obesos se suelen caracterizar
por tener altos niveles circulantes tanto de insulina como de leptina (Caro y cols., 1996),
presentando resistencia a los efectos biolégicos producidos tanto por la insulina como la
leptina (Myers y cols., 2010). Los mecanismos que llevan a esta resistencia a la leptina

aun no son bien conocidos (Sainz y cols., 2015).

Se ha demostrado que la ruta de sefializacion que media el efecto directo de la
leptina interactda en diversos puntos con los mecanismos de transduccion de la sefial de
la insulina (Szanto y Kahn, 2000, Carvalheira y cols., 2003). La ruta de sefializacion a
través de IRS/PI3K es necesaria para la accion de la leptina (Jiang y cols., 2008a). Se ha
comprobado que la leptina activa la ruta IRS/PI3K tanto en el hipotalamo como en

tejidos sensibles a insulina como el musculo y el higado (Xu y cols., 2005).

El hecho de que la leptina contribuya directamente a la homeostasis de la
glucosa se puso de manifiesto en estudios realizados en ratones ob/ob con una mutacién
en el genlep que les hace deficientes en leptina. Estos ratones se caracterizan por

hiperglicemia, hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa. Sin embargo, la
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hiperglicemia se vio normalizada tras una infusion de leptina en el cerebro (Liu y cols.,
1998), lo que demuestra el efecto de la leptina en la homeostasis de la glucosa a través

del sistema nervioso central.

La informacion disponible sobre el efecto de la leptina sobre la produccion de
glucosa es confusa, ya que los estudios realizados en modelos animales muestran tanto
un incremento (Rossetti y cols., 1997) como una disminucion de la gluconeogénesis
hepatica (Ceddia y cols., 1999).

1.4.6 Gluconeogenesis intestinal

Tradicionalmente se ha considerado que solo el higado y el riidn eran los Unicos
organos capaces de llevar a cabo la gluconeogénesis. En condiciones fisioldgicas, la
produccion de glucosa es llevada a cabo principalmente por el higado, mientras que el
rinon realiza esta funcion solo en condiciones de acidosis metabodlica o durante un
ayuno prolongado. Asi de numerosos estudios publicados en la década de los afios 90,
se puede concluir que la produccién de glucosa por parte de los rifilones varia desde
aproximadamente el 0% en condiciones postprandiales hasta el 25% del total de la
glucosa producida por el organismo durante el ayuno prolongado o en DM2 (Meyer y

cols., 1998, Cersosimo y cols., 2000).

La posibilidad de que otros O6rganos ademas del rifion e higado pudieran
contribuir a la produccion endogena de glucosa surgi6 a raiz de la deteccion de enzimas
gluconeogénicos en otros tejidos, pero estos tejidos no han sido considerados
gluconeogénicos al no poseer todos los enzimas necesarios para llevar a cabo la
gluconeogénesis. Este es el caso de la PEPCK expresada en tejido adiposo donde

participa en la ruta de la gliceroneogénesis (Hanson y Reshef, 2003).

Asi para llevar a cabo la gluconeogénesis son necesarias cuatro enzimas:
G6Pasa, FBPasa, PC y PEPCK.

El hecho de que el intestino pueda participar en la regulacion de la homeostasis
de la glucosa debido a su alta captaciéon de la misma y a su actividad glicolitica se
conoce desde hace mucho tiempo (Krebs, 1972). Estudios en modelos animales han
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mostrado la presencia de enzimas gluconeogénicas en la mucosa del intestino delgado
durante el periodo neonatal. Pero la mayoria de dichos estudios muestran una
disminucién drastica tras el destete (Westbury y Hahn, 1984, Hahn y Wei-Ning, 1986),
por lo que la gluconeogénesis intestinal no se habia considerado fisiolégicamente

importante en el adulto.

Diversos estudios en ratas han mostrado un nivel de expresion suficiente de las
enzimas involucradas en la gluconeogénesis durante el ayuno o en la diabetes inducida
por estreptozotocina como para considerar al intestino como un érgano gluconeogénico
(Mithieux y cols., 2004a, Rajas y cols., 2000). Usando metodologia basada en el empleo
de trazadores se ha estimado que el porcentaje de glucosa liberada por el intestino
representa entre el 20% y el 35% del total de la glucosa producida en el organismo
durante el ayuno o en diabetes inducida por estreptozotocina (Croset y cols., 2001,
Mithieux y cols., 2004a). Los estudios realizados durante el ayuno en animales
muestran que la liberacion de glucosa intestinal tiene lugar muy lentamente, no siendo
detectable en el periodo postabsortivo (6 horas de ayuno) e incluso a las 24 horas de
ayuno (Mithieux y cols., 2004a, Rajas y cols., 2000). La producciéon de glucosa por
parte del intestino se detectd a las 48 horas de ayuno, contribuyendo aproximadamente
en un 20% a la produccion enddégena de glucosa total, llegando a alcanzar un tercio de
la produccion enddégena de glucosa a las 72 horas de ayuno (Mithieux y cols., 2004a).
Bien es cierto que estos datos hay que considerarlos con cierta precaucion, ya que existe
dificultad en la precision de los analisis en este tipo de estudios (Ekberg y cols., 1999,
Croset y cols., 2001).

Mas recientemente se ha mostrado que G6Pasa, PEPCK y FBPasa se expresan
en el intestino humano (Rajas y cols., 1999, Yanez y cols., 2003). La coexpresion de
estas enzimas en el intestino delgado pone de manifiesto su capacidad de sintesis de
glucosa, participando de esta manera en la produccién de glucosa enddégena en

humanos.

Por otro lado, desde los trabajos de Windmueller y cols., la glutamina se ha
considerado esencial para la integridad de las funciones de la mucosa intestinal
(Windmueller y Spaeth, 1980). Recientemente se ha puesto de manifiesto el importante

papel de la glutaminasa en el metabolismo de la glucosa (Mithieux, 2001), debido a que
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la glutamina es el principal sustrato para la gluconeogenesis intestinal (Croset y cols.,
2001, Mithieux, 2001). Aproximadamente el 60% de la glutamina capturada por el
intestino es procesada por la ruta gluconeogénica para la formacion de glucosa. Por el
contrario, alanina y lactato, los dos sustratos gluconeogénicos principales en otros
organos no son precursores en el intestino delgado (Croset y cols., 2001), siendo en el
intestino delgado la glutamina el sustrato principal, entorno al 80%, constituyendo el

glicerol el 20% restante (Croset y cols., 2001).
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Hipdtesis y Objetivos

2.1 Hipotesis y objetivos

El papel del intestino en la absorcién de nutrientes y en el metabolismo de la
glucosa a través de la captacion de la glucosa y su actividad glucolitica es bien
conocido. Sin embargo, en los ultimos afios, diversos estudios muestran que el intestino
es un érgano metabdlicamente activo, recibiendo informaciones de la periferia y siendo
capaz de modular sus procesos de sintesis y secrecion de lipidos en relacién a los

sutratos, las hormonas y otras sustancias endodgenas o exégenas.

Este trabajo nace con el objetivo de estudiar el papel del intestino delgado en la
regulacion de la homeostasis de la glucosa y lipidica en un grupo de obesos morbidos
(OM) sometidos a un intervencion de cirugia bariatrica. En dicha intervencion, se
tomaron muestras de yeyuno con el fin de investigar la relacion entre la resistencia a la
insulina y el metabolismo de la glucosa y de los lipidos y lipoproteinas en el yeyuno en

un modelo humano de obesidad.

2.1.1 Hipdtesis

» En paciente OM con alta resistencia a la insulina puede existir una alteracion

de la lipogénesis de nowatestinal y de la produccion de quilomicrones.

> El intestino puede participar en la regulacion de la homeostasis de la glucosa
a través de la gluconeogénesis, pudiendo estar ésta modificada por la

presencia de una alta resistencia a la insulina.

» La metformina podria modificar los niveles de lipidos y de glucosa en el

intestino al alterar la lipogénesis y la gluconeogénesis respectivamente.

» La glucosa, la insulina y la leptina pueden participar en la regulacion de la

homeostasis de la glucosa y lipidica a nivel intestinal.
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2.1.2 Objetivos

» Evaluar la relacion existente entre la resistencia a la insulina/DM2 y la

lipogénesisde novo y la sintesis de lipoproteinas en el yeyuno de pacientes
OM.

Estudiar el efecto de la glucosa, la insulina y la leptina sobre la lipogéeesis
novo y la sintesis de lipoproteinas en células epiteliales intestinales (IECs)
aisladas de pacientes OM con baja resistencia a la insulina.

Evaluar la relacion existente entre resistencia a la insulina/DM2 y la

gluconeogénesis en el yeyuno de pacientes OM.

Estudiar el efecto de la glucosa, la insulina y la leptina sobre la
gluconeogénesis en IECs aisladas de pacientes OM con baja resistencia a la

insulina.

Evaluar la relacion existente entre la resistencia a la insulina/DM2 y la via de

sefializacion de la insulina en el yeyuno de pacientes OM.

Estudiar el efecto de la glucosa, la insulina y la leptina sobre la via de
sefalizacion de la insulina en IECs aisladas de pacientes OM con baja

resistencia a la insulina.

» Evaluar el efecto de la metformina sobre la restitucién de la homeostasis de la

glucosa y lipidica en el yeyuno de pacientes OM.
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Material y Métodos

3.1 Disefio y sujetos del estudio

3.1.1 Disefo del estudio

El presente trabajo esta realizado en un grupo de pacientes con obesidad
morbida que fueron sometidos a una intervencién de cirugia bariatrica por la técnica de

RYGB. Consta de un_estudio transversal para evaluar los niveles de expresion de

ARNmM genes implicados en la produccién enddgena de glucosa y en el metabolismo
lipidico del yeyuno, su asociacion con la resistencia a la insulina y DM2, asi como de

un estudioin vitro realizado en IECs donde se evalla la regulacion de los niveles de

expresion de genes implicados en la produccion enddgena de glucosa y del metabolismo

lipidico por la glucosa, la insulina y la leptina.

3.1.2 Sujetos del estudio

Se consideraron OM a aquellos individuos con un 3VAD kg/nf segun la

clasificacion propuesta por la OMS (Tabla 1).

El estudio se llevo a cabo en 45 OM gque fueron sometidos a una intervencion de
cirugia bariatrica por la técnica de RYGB.

Fueron excluidos del estudio aquellos individuos con enfermedad
cardiovascular, inflamacion aguda o enfermedad infecciosa o aquellos que estaban
recibiendo tratamiento que podia alterar el perfil lipidico. También fueron excluidos los

OM con DM2 que estaban recibiendo tratamiento con insulina u otro antidiabético oral.

Todos los pacientes siguieron una dieta similar baja en calorias durante dos
semanas antes de someterse a la cirugia, independientemente de su estado de obesidad y
resistencia a la insulina (630 Kcal/dia, Optisource, Novartis Consumer Health S.A)).

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado y el estudio fue

aprobado por el comité de ética del Hospital Regional Universitario de Malaga.
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Los OM que formaron parte del estudio se clasificaron en tres grupos en funcion
de su resistencia a la insulina medida a través del modelo de evaluacion homeostética
para determinar la resistencia a insulina (HOMA-IR, del ingf&sneostasis model
assessment of insulin resistangetomando como punto de corte el percentil 50 de la
distribucion de frecuencias del HOMA-IR de aquellos OM sin tratamiento con

metformina, y en funcion de la presencia de DM2 en tratamiento con metformina:
» OM con un indice HOMA-IR bajo (HOMA-IR4.7) (OM-baja IR)
» OM con un indice HOMA-IR alto (HOMA-IR >4.7) (OM-alta IR)

» OM con DM2 gque estaban recibiendo tratamiento con metformina (OM-DM2-

met).

3.1.3 Variables de estudio

3.1.3.1 Variables antropométricas

A todos los individuos del estudio se les midieron una serie de variables
antropomeétricas las cuales se encuentran recogidas en la siguiente tabla (Tabla 4):

Tabla 4: Datos clinicos y antropométricos medidos en los obesos morbidos

Variable Unidades
Edad Afos
Peso Kg
Talla m
indice de masa corporal Kg/m?
Cintura cm
Cadera cm
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3.1.3.2 Variables bioguimicas

La medida de los parametros bioguimicos en el suero se realizd por duplicado en
todas las muestras. Las muestras de sangre se tomaron antes de comenzar con la dieta
baja en calorias a la que son sometidos los pacientes antes de la cirugia y después de 10-
12 horas de ayuno. El suero y plasma fueron separados y congelados inmediatamente a -

80°C. Una alicuota de plasma sin congelar se usé para el aislamiento de lipoproteinas.

La glucosa, el colesterol, HDL-c, triglicéridos (Randox Laboratories Ltd,
Antrium, Reino Unido) y acidos grasos libres (Wako Chemicals USA, Inc, Richmond,
Virginia, EE.UU.) se midieron por métodos enzimaticos estandar.

El LDL-c se calcul6 por la formula de Friedewald (Friedewald y cols., 1972):
LDL-c= colesterol total - HDL-c - (triglicéridos / 5).

La insulina fue analizada por radioinmunoensayo (BioSource International,
Camarillo, California, EE.UU.) con una reaccion cruzada de proinsulina del 0.3%. El
coeficiente de variacion inter-ensayo e intra-ensayo fue del 1.9% y 6.3%

respectivamente.

La apo B-48 fue analizada por inmunoensayo enzimatico (ELISA) (Shibayagi
Co. Ltd., Shibukawa, Japdn). La reaccion cruzada con la apo B-100 humana es menor
que el limite de deteccion inferior. El coeficiente de variacion intra-ensayo e inter-
ensayo fue de 3.5% y 5.7% respectivamente. La sensibilidad de la técnica fue de 2.5

ng/ml.

La apo A-IV fue analizada por ELISA (Millipore Corporation, Billerica,
Massachusetts, EE.UU.). El coeficiente de variacion intra-ensayo e inter-ensayo fue de

4.6% y 12.2% respectivamente. La sensibilidad de la técnica fue de 0.078 pg/ml.

El indice HOMA-IR fue calculado con la siguiente férmula (Matthews vy cols.,
1985):

HOMA-IR = insulina en ayunas (u1U/ml) x glucosa en ayunas (mmol/l)/22.5.
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3.1.3.3 Separacion de lipoproteinas plasmaticas

Las lipoproteinas fueron separadas en el plasma por ultracentrifugacion

(Cardona y cols., 2003):

A 1.5 ml de plasma se le afiadié sin mezclar, 1 ml de suero fisiologico salino. La
fraccion correspondiente a los quilomicrones fue separada del plasma por
flotacion mediante centrifugacion a 35000 rpm en un rotor de 45° (Beckman
TLA 100.3) durante 30 minutos a 18°C sin freno.

€ 35.000 rpm
30 min .
Suero fisiolégicoﬁl | 182C | |<—— Quilomicrones
Dlasmuél ’ \ '

Del infranadante de la centrifugacion anterior, tomamos 1 ml y le afiadimos sin
mezclar 1ml de solucién densidad 1.006 g/ml. La fraccion correspondiente a
VLDL fue separada del plasma por flotacion mediante centrifugacion a 55000

rpm en un rotor de 45° (Beckman TLA 100.3) durante 18 horas a 7°C sin freno.

Solucién densidad 55.000 rpm

1,006 g/ml 4>| l 11:ch l |<— vLDL

Infranadante
>
anterior ‘ ’ '

Después de la separacion de las VLDL, al infranadante se le afiadi6é 0.385 g de
bromuro de potasio y 0.025 g sacarosa. Se disolvié sin formar espuma y se le
afiadio 25 ul de una solucion saturada de azul de Coomassie (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EE.UU.) para la visualizacién de las bandas correspondiente a

cada uno de los tipos de lipoproteinas restantes.

Posteriormente, y sin mezclar, se le afiadié 1 ml de solucién de densidad 1.210

g/mly 2 ml de agua destilada.
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* El resto de lipoproteinas IDL, LDL y HDL, se separaron mediante
centrifugacion en gradiente de densidad a 45000 rpm en un rotor basculante
(Beckman SW.60Ti), durante 22h a 7°C, sin freno.

45000

rpm
22h <—— IDL
+ + Agua 42C <—— LDL
+Solucion —
Infranadante colorante Densidad < HDL
anterior N ' 121g/mi

* La concentracion de colesterol y triglicéridos se midi6 en cada una de las

fracciones por métodos enziméaticos estandar.

3.1.3.4 Preparacion de soluciones para la separacion de lipoproteinas

Todos los reactivos empleados provenian de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EE.UU.).

» Solucion de densidad 1.006 g/ml: 11.6 g de CINa, 0.5 g de Azida Na, EDTA Na
0.41 g, gentamicina sulfato 0.08 g, cloranfenicol 5 g. Completar hasta un litro

con agua destilada y ajustar el pH a 7.4.

» Solucion de densidad 1.21 g/ml: Tomar 100 ml de la solucion de densidad 1.006
g/ml y afiadir 32.5 g de KBr.

» Solucion de densidad 1.063 g/ml: Tomar 100 ml de solucion de densidad 1.006
g/ml y aiadir 8.5 g de KBr.

3.1.4 Obtencion de las muestras de yeyuno

Las muestras de yeyuno fueron obtenidas durante la cirugia bariatrica por la
técnica de RYGB, a 40 cm del ligamento de Treitz. Las muestras fueron lavadas en
solucién salina de Hank (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.), fraccionadas y

preparadas para los ensayos histoquimicos e inmunohistoquimicos, la cuantificacion del
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contenido de triglicéridos, extraccion de ARNm y aislamiento de IECs para posteriores

incubaciones.

3.1.4.1 Estudio histoquimico

Para el estudio histoquimico las muestras fueron congeladas en nitrogeno

liquido.

Una vez congeladas, las muestras fueron incluidas en el compuesto OCT
(optimum cutting temperature compound) (Tissue-Tek® O.C.T. Compound,

Sakura® Finetek, Inc. Torrance, California, EE.UU.).

Se obtuvieron secciones transversales en serie de 4 um de grosor usando el
criostato a -20°C (Micron HM 550, Thermeisher Scientific Inc., Boston,
Massachusetts, EE.UU.).

Los cortes se secaron a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente se fijaron en formaldehido al 10% durante 10 minutos.
Se secaron nuevamente a temperatura ambiente durante 30-60 minutos.

Los cortes se tifieron en una solucion de rojo oleoso (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EE.UU.) al 5% en isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemania) al 60%
durante 20 minutos en una cubeta de tincién Coplin tapada.

Se realizaron varios lavados con agua destilada hasta que el agua salga clara.

Luego se realizé una tincién de contraste con hematoxilina de Harris durante 1-2

minutos.
Se realizaron varios lavados con agua destilada hasta que el agua sali6 clara.

Finalmente las tinciones fueron montadas con el medio acuoso Aquatex (Merck,

Darmstadt, Alemania).
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3.1.4.2 Estudio inmunohistoquimico

Para el estudio inmunohistoquimico las muestras fueron congeladas en nitrégeno

liquido.
Una vez congeladas, las muestras fueron incluidas en OCT.

Se obtuvieron secciones transversales en serie de 4 um de grosor usando el

criostato a -20°C.

Para el estudio inmunohistoquimico, los cortes se fijaron en formaldehido

(Merck, Darmstadt, Alemania) al 10% durante 30 minutos.

Se realizaron tres lavados en tampon fosfato salino 0.1M (Biowest LLC, Kansas

City, Missouri, EE.UU.) de cinco minutos de duracion cada uno.

Posteriormente se incubd durante 30 minutos en oscuridad £ntétanol
(Merck, Darmstadt, Alemanial 3% en tampon fosfato salino para inactivar la

peroxidasa enddgena.

Tras esta incubacion se realizaron tres lavados en tampon fosfato salino 0.1M de

cinco minutos de duracién cada uno.

Los cortes se expusieron al anticuerpo primario durante toda la noche (ab7616,
goat anti-human apolipoprotein B) (dilucibn 1:5000) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, California, EE.UU.).

Tras la incubacion, se realizaron tres lavados en tampon fosfato salino 0.1M de

cinco minutos de duracién cada uno.

Los cortes fueron incubados con el anticuerpo secundario durante una hora
(biotin-conjugated rabbit anti-goat immunoglobulin) (dilucion 1:1000)

(DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca).

Tras la incubacion, se realizaron tres lavados en tampon fosfato salino 0.1M de

cinco minutos de duracidn cada uno.
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» La sefal del anticuerpo-antigeno se amplificé con extravidina en tampén fosfato
salino 0.1M (Sigma, St Louis, Missouri, EE.UU.) incubando durante 30 minutos
a 4°C.

* Tras la incubacion, se realizaron tres lavados en tampdn fosfato salino 0.1M de

cinco minutos de duracidn cada uno.

e Para la visualizacibn de la sefial, se emple6 como sustrato 3,3’-
diaminobencidina (Sigma, St Louis, Missouri, EE.UU.) incubando los cortes
durante 5-10 minutos; tras este tiempo, se lavo durante 5 minutos con agua para

parar la reaccion.

« Posteriormente los cortes se incluyeron en hematoxilina durante unos segundos

para tefir los ndcleos.
» Se lavo con agua abundantemente antes de proceder a su montaje en Aquatex.

» La visualizacién se realizo con el microscopio Olympus BX41 (Olympus, Reino
Unido) y las imagenes se tomaron con una camara digital Olympus DP70

(Olympus, Reino Unido).

» El analisis de las imagenes y la cuantificacion se realizo con el programa ImageJ
1.32j.

3.1.4.3 Cuantificacién del contenido de triglicéridos del intestino delgado

Se realizé siguiendo el protocolo de Folch J y cols. (Folch y cols., 1957)

modificado:

e Tomamos 0.1 g de yeyuno y homogeneizamos con una mezcla

cloroformo:metanol 2:1 (Merck, Darmstadt, Alemania).

» Agitamos en un agitador mecéanico durante 2-3 minutos durante fracciones de 30

segundos.

» Posteriormente centrifugamos a 2500 rpm durante 10 minutos.
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Se extrajo la fase cloroférmica (fase inferior) y se puso en un tubo aparte.

Realizamos una segunda extraccion sobre la fase acuosa restante afiadiendo de

nuevo cloroformo:metanol 2:1.

Agitamos en un agitador mecéanico durante 2-3 minutos durante fracciones de 30

segundos.
Posteriormente se centrifugé a 2500 rpm durante 10 minutos.

Se extrajo la fase cloroférmica y se mezcld con la primera fase cloroférmica que

obtuvimos.
Llevamos a sequedad ambas fases cloroférmicas en corriente de nitrogeno.

Los extractos fueron resuspendidos en isopropanol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EE.UU.).

Tomamos una alicuota de 26 y se determiné el contenido de triglicéridos

mediante un kit comercial (Randox Laboratories Ltd., Antrium, Reino Unido).

Los resultados se expresan como mmol de triglicéridos/g de tejido de yeyuno.

3.1.5 Aislamiento e incubacion de IECs

El aislamiento de las IECs se realizO siguiendo el protocolo descrito por

Cartwright 1J y cols. (Cartwright y Higgins, 1999). Todos los reactivos empleados

provenian de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.).

Las biopsias de yeyuno procedentes de seis pacientes con un indice HOMA-IR
bajo fueron tomadas durante la cirugia bariatrica y lavadas en una soluciéon
compuesta por 115mM NaCl, 5.4mM KCI, 0.96mM NBRAy, 26.19mM
NaHCG;, 5.4mM glucosa y 1% penicilina/estreptomicina; pH ajustado a 7.4.

Posteriormente las biopsias fueron incubadas a 37°C en agitacion durante 15

minutos en una solucién compuesta por 67.5mM NaCl, 1.5mM KCI, 0.96mM
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NaH,PO;, 26.19mM NaHC@ 27 mM GHsNaO;- 2H,0, 5.4mM glucosa y 1%
penicilina/estreptomicina; pH ajustado a 7.4.

Después de la incubacion, la solucion fue descartada y las biopsias fueron
incubadas a 37°C en agitacion durante 15 minutos en una solucion compuesta
por 67.5mM NaCl, 1.5mM KCI, 0.96mM NaHQ,, 26.19mM NaHCG@ 27mM
CeHsNagO;- 2H0, 3mM acido etildiaminotetraacético, 2mM ditiotreitol, 5.4mM

glucosa y 1% penicilina/estreptomicina; pH ajustado a 7.4.

Después de la incubacion, las biopsias se retiraron y el sobrenadante se
centrifugd a 400 g durante 2 minutos en una centrifuga de mesa.

Tras la centrifugacion el sobrenadante se descartd y el precipitado se
resuspendio en medio Eagle modificado por Dulbecco libre de calcio (DMEM,
del inglés “Dulbecco’s modified Eagle’s medium”

Posteriormente se procedio a realizar el conteo celular empleado una camara de

Neubauer para determinar el nimero total de células aisladas.

Una fraccion de las células obtenidas se empled para realizar un analisis
fenotipico a través de citometria de flujo y otra para determinar la viabilidad de

las IECs aisladas.

Posteriormente, se sembraron 200.000 células por pocillo en placas de 24
pocillos en medio DMEM suplementado con 1% de suero fetal bovino, 1% de
L-glutamina, 1% de penicilina /estreptomicina a 37°C y 5% @Qrante 3
horas.

Se llevaron a cabo distintas condiciones de cultivo: 5.5mM glucosa, 5.5mM
glucosa+100nM insulina, 25mM glucosa, 25mM glucosa+100nM insulina,
leptina 50 ng/ml y leptina 150 ng/ml.

Transcurrido el periodo de incubacion las suspensiones celulares fueron
centrifugadas a 800 g durante 3 minutos, el sobrenadante se descartd y el
precipitado se congeld a -80°C hasta una posterior extraccion de ARN.
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3.1.5.1 Analisis fenotipico de marcadores de superficie de IECs

Una muestra de las IECs aisladas segun el apartado anterior se empled para su

analisis fenotipico. Para el estudio fenotipico de las IECs a través de citometria de flujo,

se siguié el siguiente protocolo clasico de marcaje de células de superficie que se

describe a continuacion:

e Se incubaron un minimo de 100.000 células durante 30 minutos en 100 pl de

PBS, a 4°C y oscuridad afadiendo 5 pl de cada uno de los anticuerpos

monoclonales siguientes:

IgG1 e IgG2a: los cuales se utilizan como controles isotipicos, es decir
como controles de fluorescencia que permite estimar la cantidad de union
inespecifica, asi como la unién mediada por la interaccién con receptores
Fc.

CD45 (clon HI30) marcador de la serie leucocitaria, presente en todos
los leucocitos incluyendo, linfocitos, monocitos, granulocitos,
eosinofilos y timocitos pero ausentes en eritrocitos circulantes, plaquetas,

meédula ésea o tejidos no hematopoyéticos

Anti-Human A33-Alexa Fluor®488 (clon 402104) marcador antigénico
de membrana que se expresa en el epitelio del intestino delgado y del

colon.

» Tras las incubaciones, el anticuerpo sobrante se elimin6 afiadiendo 3 ml de PBS

y centrigugando 300 xg durante 5 min.

» La lectura de fluorescencia se realizé en un citometro de flujo FACS CANTO I

(Becton-Dikinson Biosciences, San Jose, California, EE.UU.) dotado de dos

laseres, un laser azul y otro rojo.

» Las células se adquirieron y analizaron empleando el programa FACS DIVA 6.0

(Becton-Dikinson Biosciences, San Jose, California, EE.UU.), atendiendo a los

siguientes parametros: tamafio (FSC), granularidad o complejidad celular (SSC),
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e intensidad de fluorescencia para los dos fluorocromos empleados (Alexa Fluor
488 y APC).

* Brevemente, se establecio una primera ventana en funcién del tamafio y
granularidad celular. A partir de aqui, se selecionaron aquellas células que eran
CD45-. Tras ello se seleccionaron aquellas que expresaban el antigeno A33
(A33+).

* Se analizé tanto el porcentaje de células que expresaban esta molécula de

superficie, como la intensidad de fluorescencia mostrada (Shapirg, 2003

3.1.5.2 Viabilidad de las IECs aisladas

Para determinar el numero de células viables se realiz6 un test de exclusion con
azul de tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.). Este método esta basado
en que las células viables no captan el azul de tripan mientras que las células muertas si
lo hacen, por lo tanto se cuentan como muertas las células tefiidas de azul y como vivas

las refringentes.

También se utilizo el kit comercial de luminiscencia CellTiter-Glo® (Promega,
Southampton, Reino Unido) que consiste en la adicién de un Unico reactivo a las células
en cultivo, que da lugar a la lisis de las células y la generacién de una sefial luminiscente
que es proporcional a la cantidad de ATP liberado por las células viables. Se afade la
misma cantidad de reactivo CellTiter-Glo® que de medio hay presente en el pocillo. Se
incuba durante dos minutos en agitacién a temperatura ambiente y se determina su
luminiscencia en el lumindmetro (Sinergy Mx, Bio Tek Instruments, Inc. Winooski,
Vermont, EE.UU.).

3.1.6 Determinacién de los niveles de expresidon de los genes

candidatos
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Material y Métodos

3.1.6.1 Extraccién de ARN de los tejidos y de las IECs aisladas e incubados

La extraccion de ARN se realizd con el kit comercial de Qiagen Rneasy Mini
Kit y Rnase-free DNase Set (Qiagen Science, Hilden, Alemania) siguiendo las

instrucciones del fabricante:

* Antes de comenzar el protocolo afiadimos 10 up-teercaptoetanol (BME)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EEUU) por cada ml de tampon RLT y
preparamos el tampén RPE con etanol (Merck, Darmstadt, Alemania).

 Todas las centrifugaciones se realizaron a temperatura ambiente en una

centrifuga de mesa.

* La mucosa del tejido fue raspada suavemente. A este raspado se le afiadio 350 pl

de tampon RLT con BME y se homogenizé bien con la ayuda de una pipeta.

* Centrifugamos el lisado durante 3 minutos a maxima velocidad. Pasamos el

sobrenadante a un nuevo tubo y descartamos el precipitado.
« Anadimos 350 pl de etanol al 70% y pipeteamos bien.

* Transferimos todo la muestra (700 pl) a una columna del RNeasy kit y

centrifugamos 15 segundos a 11000 rpm. Descartamos el filtrado.

* Afadimos 350 pl de tampon RW1 a la columna y centrifugamos durante 15

segundos a 11000 rpm. Descartamos el filtrado.

Para la eliminacion de los restos de ADN continuamos con el kit Rnase-free

DNase Set (Qiagen Science, Hilden, Alemania):

e Preparamos una solucion compuesta por 10 pl de solucién stock de DNase | y
70 pul de tampon RDD para cada una de las muestras. Mezclamos suavemente

por inversion.

* Anadimos los 80 pl de la mezcla a la membrana de la columna e incubamos
durante 15 minutos a 20-30°C.

129



Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad morbida

e Afadimos 350 ul de tampén RW1 a la columna y centrifugamos 15 segundos a

11000 rpm. Descartamos el filtrado.

* Afadimos 500 pl de tampon RPE (con etanol) y centrifugamos durante 15

segundos a 11000 rpm. Descartamos el filtrado.

e Afadimos 500 pl de tampon RPE (con etanol) y centrifugamos durante 2

minutos a 11000 rpm. Descartamos el filtrado.

* Realizamos una nueva centrifugacion a maxima velocidad durante un minuto

para eliminar cualquier posible resto de los tampones empleados.

* Colocamos la columna en un tubo de 1.5 ml y afliadimos 40 ul de agua a la

membrana de la columna. Dejamos reposar la columna un par de minutos.

» Centrifugamos durante un minuto a 11000 rpm. Volvemos a cargar el eluido en

la columna y repetimos la centrifugacion.

3.1.6.2 Cuantificacion del ARN

La concentracion de ARN se midié en un espectrofotometro NanoDrop ND-
2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Boston, Massachusetts, EE.UU.). Ademas de la
concentracion nos da informacion sobre la pureza de la muestra. La relacion de
absorbancia 260/280 debe de estar cercano a 1.8-2, si el valor es menor, puede indicar la
presencia de proteinas, fenoles u otros contaminantes que absorben fuertemente cerca de
280 nm. La relacion de absorbancia 260/230 es una medicion secundaria que también
indica la pureza del ARN. Si el valor es mas bajo esto puede indicar la presencia de

contaminantes co-purificados que absorben a 230 nm, como solventes y sales.

3.1.6.3 Reversotranscripcion

En este paso el ARN es convertido a ADNc con el fin de poder estudiar los

niveles de expresion de los genes incluidos en el estudio.
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Para ello se tomo el volumen correspondiente a 250 ug de ARN y se completo
hasta 10 pl con agua libre de ARNasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EE.UU.).
A esto se le afadié 4 pl de tampon M-MLV RT 5X (Promega Corporation, Madison,
EE.UU.), 2.5 ul de dinucleétidos trifosfato (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
EE.UU.) provenientes de un stock 10mM, 0.5 ul de cebadores al azar de una
concentracién de 0.1 pgr/ pl (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EE.UU.) y 1
pl de agua libre de ARNasas.

Esta mezcla se introdujo en el termociclador (Eppendorf Instruments,
Hamburgo, Alemania) durante 10 minutos a 65°C. Tras este ciclo, se afiadio 1 pl de
enzima reversotranscriptasa M-MLV a 100U/ pl (Promega Corporation, Madison,

Wisconsin, EE.UU.) y se someti6 a un ciclo de una hora a 37°C.

Para cada reaccion de reversotranscripcion se hicieron dos tipos de blancos, uno

de muestra y otro de enzima.

3.1.6.4 PCR atiempo real

El estudio de los niveles de expresion de los genes seleccionados se realizé a
través de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR, del
inglés “real time-polymerase chain reactiof’empleando un termociclador a tiempo
real (ABlI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
California, EE.UU.)). Para estos ensayos se usO® el sistema de deteccion por
fluorescencia basado en agentes intercalantes (fluorocromos que aumentan
notablemente la emision de fluorescencia cuando se unen a ADN de doble hélice),
concretamente utilizamos el KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (Kapa biosystems,
Boston, Massachusetts, EE.UU.) que emplea un colorante de referencia pasiva (ROX)

para normalizar las variaciones entre los distintos pocillos.

Las mezclas empleadas para la RT-PCR se prepararon como se detalla en la
Tabla 5.
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Tabla 5: Relacion de reactivos y volumenes empleados para la mezcla de RT-PCR.

Reactivo Volumen por muestra (ul)

Agua libre de ARNasas 6.8

ADNasas

Cebador sentido 10 mM 0.4

Cebador antisentido 10 mM 0.4

Kapa SYBR Fast 10

ROX 0.4

CcADN 2

Todos los cebadores utilizados fueron disefiados con ayuda del software
Primer3, disponible en Internet de forma gratuita (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi).

Para llevar a cabo las RT-PCR se emple6 el termociclador ABI 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) con el
siguiente protocolo de temperaturas que se especifica en la Tabla 6.

La expresion de cada uno de los genes estudiados fue relativizada a la expresion
del gen 18S utilizando el método del @iALivak y Schmittgen, 2001).

Tabla 6: Protocolo empleado para la realizacién de RT-PCR

Paso Temperatura Duracion
Activacion de la enzima 95°C 20 segundos
Desnaturalizacion 95°C 3 segundos
Alineamiento Especifica para cada ger 30 segundos
Disociacion Gradiente de 60°C a 95°C
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Los genes que fueron objeto de estudio de expresion, los cebadores, el tamafio
de amplificado, los tejidos estudiados y la temperatura de alineamiento de cada uno se
detallan en la Tabla 7.

En base a la bibliografia disponible y a la funcion que llevan a cabo se

seleccionaron para este estudio los genes que se describen en la tabla Tabla 8.

3.1.7 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se hicieron con el programa SPSS versién 11.5 para
Windows (SPSS, Chicago, lllinois, EE.UU.).

Las comparaciones de los resultados entre los diferentes grupos se hicieron
mediante el test de Mann-Whitney. Para el estudio de las diferencias entre las distintas
condiciones de incubacion de las IECs se utilizé un analisis de la varianza de una via
(ANOVA) de medidas repetidas. El coeficiente de correlacion de Spearman se empled
para estimar las correlaciones lineales existentes entre las variables. Modelos de
regresion lineal multiple se usaron para determinar la asociacion entre las distintas

variables. Los valores se consideraron estadisticamente significativos par®&a p<

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (DE) o media *

error estdndar de la media (EEM).
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Tabla 7: Cebadores, tamafios de los amplificados, nimero de acceso y temperatura de alineamiento de los genes estudiados.

Gen Cebadores Tamafio del NUmero de acceso Temperatura
amplificado (pb) alineamiento (°C)

18S Sentido: AGAGAATTTGCCCTCCGACT 150 NM_014473.2 60
Antisentido: AACACTGGATTCCACCTTGG

Apo A-IV Sentido: CTGCAGAAGTCACTGGCAGA 200 NM_000482.3 59
Antisentido: ACCTTGTCCCTCAGGTCCTT

MTP Sentido: ACCTCAGGACTGCGAAGAAA 208 NM_000253 60
Antisentido: TTGGGATGAGAAGCAAATCC

DGAT2 Sentido: CATCCTGAACTGGTGTGTGG 168 NM_012079.4 60
Antisentido: AAGACATTGGCCGCAATAAC

ACL Sentido: GAAGCTGACCTTGCTGAACC 237 NM_001096.2 60
Antisentido: CTGCCTCCAATGATGAGGAT

PDHB Sentido: GACCAATGGACATGGAAACC 170 NM_000925.3 60
Antisentido: AGCACCAGTGACACGAACAG

ACC1 Sentido: ACCACCAATGCCAAAGTAGC 150 NM_133439.2 59
Antisentido: CTGCAGGTTCTCAATGCAAA

SREBP-1c Sentido: TGCATTTTCTGACACGCTTC 171 NM_001005291 60
Antisentido: CCAAGCTGTACAGGCTCTCC

FAS Sentido: CTTTAGTGGCAGGCTGAAGG 194 NM_004104.4 60
Antisentido: GCAATTTCCCCTGCATCTTA

PEPCK Sentido: GAGAGAACTCCAGGGTGCTG 156 NM_002591 60
Antisentido: CCTTGGAGATGCTGAAAAGC

G6Pasa Sentido: CTGGAGAAAGCCCAGAGGTG 203 NM_001270397.1 60
Antisentido: AGGACGAGGGAGGCTACAAT

FBPasa Sentido: CACTCTGGTCTACGGAGGGA 225 NM_006717005.1 60
Antisentido: TTCAGGAACTCGAGCACGTC

GLS Sentido: TTCAGTCCCGATTTGTGGGG 181 NM_014905.4 60
Antisentido: GTCCACTCGGCTCTTTTCCA

IRS1 Sentido: CAAGACCATCAGCTTCGTGA 163 NM_005544.2 60
Antisentido: AGAGTCATCCACCTGCATCC

p85a. Sentido: ACCCCAGTTTTTGTTGCTTG 229 NM_181524.1 58
Antisentido: ACTGCCCAACAAAACCGTCC

p110p Sentido: GGATGTTGCCTTATGGCTGT 179 NM_001256045.1 60

Antisentido: CAGGTCATCCCCAGAGTTGT




Tabla 8: Resumen de los genes seleccionados en el estudio.

Abreviatura Nombre Ruta metabdlica Funcién

DGAT2 Diacilglicerol-acil-transferasa 2 Sintesis de triglicéridos Cataliza el paso final en la sintesis de triglicéridos, Esta reaccion
consiste en la adicion de un acil-Coa a un DAG para obtener un
triglicérido

Apo A-IV Apolipoproteina A-1V Sintesis de quilomicrones Lipoproteina intestinal que forma parte de los quilomigrones.
Facilita la incorporacion de lipidos a los quilomicrones.

MTP Proteina de transferencia microsomal Sintesis de quilomicrones Facilita la adiciébn de lipidos a apo B-48 para formar los
guilomicrones

ACL ATP citrato liasa Lipogénesis y colesterogénesis Sintesis de acetil-CoA en el citosol

PDHB Piruvato deshidrogenasa subunidadlfipogénesis y colesterogénesis Sintesis de acetil-CoA en la mitocondria

ACC1 Acetil-CoA carboxilasa 1 Lipogénesis Produce malonil-CoA a partir de acetil-CoA

SREBP-1c Proteina de unibn a elementb®meostasis lipidica Factor de transcripcion que participa en la regulacion de genes

regulados por esteroles-1c implicados en la sintesis de colesterol y acidos grasos

FAS Acido graso sintetasa Lipogénesis Sintesis de acidos grasos a partir de acetil-Coa y malonil-CoA

PEPCK Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa Gluconeogénesis Cataliza la conversion de oxalacetato en fosfoenolpiruvato

G6Pasa Glucosa-6-fosfatasa Gluconeogénesis Cataliza la conversion de glucosa 6-fosfato a glucosa

FBPasa Fructosa-1,6-bifosfatasa Gluconeogénesis Cataliza la conversion de fructosa 1,6-bifosfato a fructosa 6-
fosfato

GLS Glutaminasa Gluconeogénesis Cataliza la conversion de glutamina en glutamato

IRS1 Sustrato del receptor de insulina 1 Sefalizacién de insulina Su activacion provoca la activacion de PI3K

p85u Subunidad reguladora del complej8efalizacion de insulina Estabiliza la subunidad catalitica p110. Su union con IRS1

PI3K provoca la activacion de p110
pl10f Subunidad catalitica del complej@enalizacion de insulina Participa en la formacidén de segundos mensajeros impligados en

PI3K

la regulacion del metabolismo de la glucosa vy lipidico
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Resultados

4.1 Caracteristicas generales

Las caracteristicas generales de los individuos incluidos en el estudio se recogen

en la Tabla 9.

El peso, el IMC y la circunferencia de la cintura fueron significativamente
mayores en el grupo de OM-alta IR que en el grupo OM-baja IR. En el grupo OM-
DM2-met tanto el peso como la circunferencia de la cadera fueron significativamente
menores que en el grupo OM-alta IR. En el resto de variables estudiadas no se
encontraron diferencias significativas. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre el grupo OM-bajo IR y el grupo OM-DM2-met en ninguna de las
variables estudiadas que se recogen en la Tabla 9.

Tabla 9: Caracteristicas generales de los individuos OM incluidos en el estudio.

OM-baja IR OM-alta IR |OM-DM2-met

N (hombres/mujeres) 15 (6/9) 15 (5/10) 15 (5/10)
Edad (afios) 40.3+9.8 422 +51 442 +12.9
Peso (kg) 129.3+16.8 | 159.3+355 126.7+12.8

IMC (Kg/m?) 46.8+6.1 54.1 +8.0 47.9+6.3
Circunferencia de la cintura (cm) 131.6 +13.6 151.7 +£'17.2133.5+ 10.6
Circunferencia de la cadera (cm) 146.4+ 7.6 157.7 + 13.1 139.2%14.5
Ratio cintura/cadera 0.89 £0.05 0.96 +£0.08 0.96 £0.05
Presion arterial sistolica (mm Hg) 111.8 £ 50.6 142.9+25.2 141.0+21.0
Presién arterial diastdlica (mm HQ) 75.3+10.8 77.7£10.9 95.0+£19.0

Los datos estan expresados como media + DE.
p<0.05 entre el grupo OM-baja IR y OM-alta IR.
1p<0.05 entre OM-alta IR y OM- DM2-met.
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4.2 Variables bioquimicas

Los valores de glucosa, insulina, HOMA-IR, leptina, apo A-IV, apo B-48, asi
como los niveles de triglicéridos de los quilomicrones y de VLDL y los niveles de
triglicéridos totales fueron significativamente mayores en el grupo de OM-alta IR que
en el grupo OM-baja IR, mientras que los niveles de adiponectina fueron

significativamente menores en el grupo de OM-alta IR (Tabla 10).

Los valores de glucosa, insulina, HOMA-IR, apo A-1V, triglicéridos, asi como
los niveles de triglicéridos de quilomicrones y VLDL y los niveles de colesterol de
VLDL, fueron significativamente mayores en el grupo de OM-DM2-met que en el
grupo OM-baja IR (Tabla 10).

En el grupo OM-DM2-met los niveles de insulina fueron significativamente
menores que en el grupo OM-alta IR, mientras que los valores de apo A-IV y el
contenido de colesterol de VLDL fueron significativamente mayores en el grupo OM-
DM2-met que en el grupo OM-alta IR (Tabla 10).

En el resto de variables estudiadas no se encontraron diferencias significativas
entre los distintos grupos (Tabla 10).

4.3 Contenido lipidico del yeyuno

En el grupo OM-DM2-met, el contenido de triglicéridos del yeyuno fue
significativamente menor que en el grupo OM-baja IR (p=0.032) (Tabla 11). Esta
disminucién del contenido de triglicéridos se corroboré mediante la tincion de rojo
oleosoen los grupos OM-alta IR y OM-DM2-met (Figura 16AyE). Para determinar
si estos lipidos estaban en forma de lipoproteinas se realiz6 una tincién
inmunohistoquimica con el anticuerpo contra apo B; la sefial obtenida en el grupo OM-
alta IR y OM-DM2-met fue significativamente menor que la del grupo OM-baja IR
(p=0.028 y p=0.032, respectivamente) (Figura 16D, E y F) (Tabla 11).
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Tabla 10: Variables bioquimicas de los individuos OM incluidos en el estudio.

Glucosa (mg/dl)

Insulina (puIU/ml)

Acidos grasos libres (mmol/l)

HOMA-IR

Adiponectina (pg/ml)
Leptina (ng/ml)

Apo A-IV (mg/dl)

Apo B-48 (pg/ml)

QM triglicéridos (mg/dl)
VLDL triglicéridos (mg/dl)
IDL triglicéridos (mg/dl)
LDL triglicéridos (mg/dl)
HDL triglicéridos (mg/dl)
Triglicéridos totales (mg/dl)
QM colesterol (mg/dl)
VLDL colesterol (mg/dl)
IDL colesterol (mg/dl)
LDL colesterol (mg/dl)
HDL colesterol (mg/dl)

Colesterol total (mg/dl)

OM-baja IR
88.3+8.8
13.1+1.9

0.67 £0.29
2.83+0.50
9.8+4.0
49.2 +15.6
16.2+6.5
3.8+3.0
29.2+16.7
30.0+12.3
9.2+2.8
23.518.6
14.0+£5.2

106.5+31.2
16.5+8.5
13.618.9
7.1+4.2
130.81+51.72
47.85+13.48

215.42+62.29

Los datos estan expresados como media + DE.
Diferencias significativas entre los grupos OM-baja IR y OM-alta IR: p<0.05, “p<0.01, 'p<0.001.
Diferencias significativas entre los grupos OM-baja IR y OM-DM2-met?p<0.05,°p<0.01,°p<0.001.
Diferencias significativas entre los grupos OM-alta IR y OM-DM2-met:’p<0.05,%p<0.01,%0<0.001.

OM-alta IR

116.3 + 5079
28.6+911
0.55 + 0.10
8.26 + 3.09
6.0+1.8
101.6 +49.1
240+5%
12.9 +1770
69.7+101.3
47.9+25'2
10.3+7.5
22.7+5.9
15.67.4
175.1+82.4
21.6+21.8
16.3+9.4
7.0+4.3
117.17+33.30
41.91+11.17

209.32+30.52

OM-DM2-met
136.5+51.8
18.5+7.6"
0.61 +0.30
6.21 £2.10
10.1 +4.6
57.9+32.7
27.8+4.6"
10.6 + 8.8
66.1+30.7
51.2+18.2
9.6+6.1
24.9+9.9
13.8+4.7
166.5+52.7
21.9+9.4
25.1+177
6.4+4.1
106.40+22.73
44.47+16.26

208.75+20.53
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Tabla 11: Contenido lipoproteico del yeyuno.

OM-baja IR OM-alta IR OM-DM2-met

Contenido de triglicéridos del 8.0+3.4 4.9+3.5 2.9+0%8
yeyuno (mg/g)
Apo B intestino 161.5+6.5 145.749.0 141.448.7

Los datos estan expresados como media + DBp<0.05 entre el grupo OM-baja IR y OM-alta IR.
%p<0.05 entre los grupos OM-baja IR y OM-DM2-met.

OM-baja IR OM-alta IR OM-DM2-met
C

Figura 16: A, B y C: Tincion rojo oleoso del yeyuno procedente de los individuos
OM (aumento x10). D, E y F: Intensidad de la sefial de apo B del yeyuno
procedente de los individuos OM (aumento x20).
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4.4 Niveles de expresion relativa de los genes implicados en el

metabolismo hidrocarbonado vy lipidico

4.4.1 Lipogénesisde novo y sintesis de triglicéridos y quilomicrones

PDHB ACL
250 - 140 . a
- -
e 2 120
o 200 3
©
100
g . z
< 150 < 80
o o
: m
o = -
£ 100 g 60
? [
: E o
S S
2 50 4 g
£ 5 20 4
3 >
w w
O T T 1 O T T 1
OM-baja IR OM-atta IR OM-DM2-met OM-baja IR OM-atta IR OM-DM2-met
ACC1 FAS
250 1 140 A 1
- (%)
8 & 120 1
< 200 g
g é 100 A
< 150 1 * < .
o
= - 60 -
5 100 B
= ?
5 S 40 A
[} =
2 50 1 g
=3 a 20 1
w ]
T T 1 0 T T 1
OM-baja IR OM-alta IR OM-DM2-met OM-baja IR OM-alta IR OM-DM2-met

Figura 17: Niveles de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la sintesis de
guilomicrones. Los niveles de expresién fueron relativizados a la expresion de ARNm del
gen 18S. Los resultados estan expresados como media + EEp0.05 entre los grupos
OM-alta IR y OM-baja IR. #p<0.05 entre los grupos OM-baja IR y OM-DM2-met.'p<0.05
entre los grupos OM-alta IR y OM-DM2-met.

En el grupo MO-alta IR, los niveles de expresion relativa de ARNm de PDHB
(p=0.043) y ACL (p=0.045) fueron significativamente mayores que en el grupo OM-

baja IR (Figura 17A y Figura 17B), mientras que los niveles de expresion relativa de
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ARNmM de ACC1 (p=0.011) y FAS (p=0.042) fueron significativamente menores que en
el grupo OM-baja IR (Figura 17C y Figura 17D).

Los niveles de expresion relativa de ARNm de PDHB (p=0.042) y ACL
(p=0.043) fueron significativamente mayores en el grupo de OM-DM2-met que en el
grupo OM-baja IR (Figura 17A y Figura 17B).
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Figura 18: Niveles de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la sintesis de
guilomicrones. Los niveles de expresién fueron relativizados a la expresion de ARNm del

gen 18S. Los resultados estan expresados como media + EEM. *p<0.05 entre los grupos
OM-alta IR y OM-baja IR.
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Entre el grupo OM-DM2-met y OM-alta IR solo se encontraron diferencias en la
expresion relativa de ARNm de FAS, que fue mayor en el grupo OM-DM2 (p=0.049)
(Figura 17D).

Los niveles de expresion relativa de apo A-IV fueron significativamente
mayores en el grupo de OM-alta IR en comparacion con el grupo OM-baja IR (p=0.016)
(Figura 1&). No se encontraron diferencias significativas con el grupo de OM-T2D-met
ni tampoco en el resto de genes estudiados que estan implicados en la sintesis de

qguilomicrones (Figura 18A y Figura 18B).

Los niveles de expresion relativa de ARNmM de SREBP-1c fueron
significativamente mayores en el grupo OM-alta IR que en el grupo OM-baja IR
(p=0.019) (Figura 19). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo OM-

DM2-met y los otros grupos estudiados.

SREBP-1c
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Figura 19: Niveles de expresion relativa de ARNm de SREBP-1c. Los niveles de expresion
fueron relativizados a la expresion de ARNm del gen 18S. Los resultados estan expresados
como media + EEM. *p<0.05 entre el grupo OM-alta IR y OM-baja IR.
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4.4.1.1 Asociaciones con otras variables estudiadas

Con respecto al contenido de triglicéridos de los quilomicrones y a las variables
contenido de triglicéridos e intensidad de la sefial de apo B en el yeyuno, se encontraron
diversas asociaciones con algunas de las variables bioquimicas y con los niveles de

expresion relativa de los genes implicados en la sintesis de quilomicrones (Tabla 12).

Tabla 12: Coeficientes de correlacion significativos (p) entre las variables
triglicéridos de los quilomicrones, contenido de triglicéridos del yeyuno e
intensidad de la sefial de apo B en el yeyuno con variables bioguimicas y expresion
relativa de genes implicados en la sintesis de quilomicrones.

QM triglicéridos Triglicéridos del Intensidad de apo B

Glucosa
Insulina

QM colesterol
Triglicéridos
QM triglicéridos
Apo B-48
HOMA-IR

Triglicéridos
yeyuno

ARNmM DGAT2

ARNmM apo A-IV

0.875 (0.001)
0.521 (0.046)
0.670 (0.009)

0.836 (<0.001)

0.774 (<0.001)
0.700 (0.003)

-0.791 (<0.001)

-0.098 (0.648)

-0.171 (0.541)

yeyuno
-0.786 (0.001)
-0.632 (0.011)
-0.596 (0.025)
-0.692 (0.003)
-0.791 (<0.001)
-0.768 (0.001)

-0.774 (0.001)

-0.327 (0.119)

-0.587 (0.027)

en el yeyuno
-0.675 (0.006)
-0.625 (0.013)
-0.771 (0.001)
-0.661 (0.005)
-0.724 (0.002)
-0.674 (0.004)
-0.747 (0.001)

0.776 (<0.001)

-0.321 (0.126)

-0.275 (0.342)

ARNmM MTP -0.564 (0.028) 0.116 (0.692) 0.451 (0.106)

En la Tabla 13 se muestran las diversas correlaciones significativas encontradas

entre las variables antropométricas y bioquimicas estudiadas con los niveles de
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expresion relativa de los genes implicados en la lipogédesi®vo y en la sintesis de
quilomicrones. No se encontraron correlaciones significativas con el resto de variables

bioguimicas y antropométricas estudiadas.

Tabla 13: Coeficientes de correlacion significativos (p) encontrados entre las
variables bioquimicas y los niveles de expresion relativa de los genes implicados en
el metabolismo lipidico.

Cintura IMC Glucosa Insulina HOMA- Leptina
IR
PDHB 0.306 0.238 0.384 0.342 0.495 0.318

(0.249) | (0.287) | (0.048) | (0.120) | (0.019) & (0.340)

ACL 0.248 0.512 0.633 0.161 0.605 0.127
(0.415) | (0.025) | (0.004) | (0.509) | (0.006) | (0.709)

ACC1 -0.444 -0.275 -0.143 -0.237 -0.302 -0.089
(0.050) | (0.156) | (0.467) | (0.226) | (0.118) | (0.752)

DGAT2 0.310 0.354 0.327 0.569 0.411 -0.293
(0.197) | (0.070) | (0.049) | (0.001) | (0.033) @ (0.289)

MTP 0.201 0.212 -0.171 0.187 0.065 -0.561
(0.409) | (0.287) | (0.395) | (0.351) | (0.746) | (0.030)

Apo A-IV 0.419 0.326 0.487 0.445 0.530 0.204
(0.046) | (0.097) | (0.010) | (0.020) | (0.004) | (0.467)

SREBP-1c| 0.233 0.212 0.326 0.569 0.540 0.100
(0.310) | (0.270) | (0.049) | (0.001) | (0.002) | (0.713)

Entre los niveles de expresion relativa de ARNm de los genes estudiados
implicados en la lipogénesisle novo y quilomicrones se encontraron varias

asociaciones significativas que se detallan en la Tabla 14.

No se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de expresion
relativa de ARNm de MTP y los niveles de expresion relativa de ARNm del resto de
genes estudiados.
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Tabla 14: Coeficientes de correlacion significativos (p) encontrados entre los
niveles de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la lipogéndsis
novo y quilomicrones.

ACL ACC1 FAS DGAT2 Apo A-IV | SREBP-1c

PDHB 0.570 -0.407 0.293 0.468 0.388 0.217
(0.011) | (0.050) (0.211) (0.038) (0.091) (0.331)

ACL -0.046 0.029 0.319 0.445 0.212
(0.853) (0.906) (0.213) (0.046) (0.383)

ACC1 0.482 0.133 0.090 0.104
(0.013) (0.517) (0.662) (0.598)

FAS 0.495 0.416 0.363
(0.012) (0.043) (0.049)

DGAT2 0.599 0.684
(0.002) (0.001)

Apo A-IV 0.665
(<0.001)

Para evaluar la fuerza de estas asociaciones como posibles predictores de los
niveles de expresion relativa de los genes estudiados que participan en el metabolismo
lipidico, se realizaron diversos modelos de regresion lineal multiple para cada uno de
estos genes. Cada uno de los modelos fue ajustado por las siguientes variables
independientes: glucosa, insulina, &cidos grasos libres, peso, circunferencia de la

cintura, leptina y niveles de expresion relativa de ARNm de SREBP-1c.

Las variables que mejor explicaron los niveles de expresion relativa de ARNm
de los distintos genes fueron principalmente la glucosa, la insulina y los niveles de
ARNmM de SREBP1-c (Tabla 15).
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Tabla 15: Modelos de regresion lineal multiple para los niveles de expresion
relativa de ARNm de cada uno de los genes estudiados en relacion al metabolismo
lipidico.

Variable R? Variables independientes significativas
dependiente

PDHB 0.545 | > Insulina $=0.370, p=0.037)

ACL 0.604 | » Glucosaff=1.366, p=0.050)
> Acidos grasos libre$€0.906, p=0.048)

ACC1 0.326 | » Insulina $=-0.692, p=0.039)
» Circunferencia de la cintur@£-0.979, p=0.048)

> Niveles de expresion relativa de ARNm de SREBR-1c
(B=0.499, p=0.036)

FAS 0.696 = > Insulina p=-0.707, p=0.046)

DGAT2 0.267 | » Niveles de expresion relativa de ARNm de SREBR-1c
(B=0.488, p=0.048)

MTP 0.129 | > Insulina B =-0.746, p=0.047)

> Niveles de expresion relativa de ARNm de SREBPB%e (
0.532, p=0.042)

Apo A-IV 0.543 | » Glucosa f=0.567, p=0.004)
» Insulina $=0.380, p=0.048)

SREBP-1c 0.106 | » Insulina $=0.696, p=0.031)

Variables independientes: glucosa, insulina, acidos grasos libres, peso, circunferencia de la cintura,
leptina y niveles de expresion relativa de ARNm de SREBP-1c.

4.4.2 Gluconeogénesis intestinal

Los niveles de expresion relativa de ARNm de GLS (p=0.034), PEPCK
(p=0.027) y G6Pasa (p=0.024) fueron significativamente mayores en el grupo OM-alta
IR que en el grupo OM-baja IR (Figura 20A, B y D).

En el grupo OM-DM2-met, los niveles de expresion relativa de GLS (p=0.050) y
G6Pasa (p=0.014) (Figura 20A y D) fueron significativamente mayores que en el grupo
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OM-baja IR, mientras que los niveles de expresion relativa de PEPCK fueron

significativamente menores en el grupo OM-DM2-met (p=0.041) (Figura 20B).

En el grupo OM-DM2-met, los niveles de expresion relativa de PEPCK fueron

significativamente menores que en el grupo OM-alta IR (p=0.001) (Figura 20B).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion relativa

de FBPasa entre los diferentes grupos.
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Figura 20: Niveles de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la
gluconeogénesis. Los niveles de expresion fueron relativizados a la expresion de ARNm del
gen 18S. Los resultados estan expresados como media + EEM.

"p<0.05 entre los grupos OM-alta IR y OM-baja IR.

4p<0.05 entre los grupos MO-baja IR y OM-DM2-met.

1p<0.05 entre los grupos OM-alta IR y OM-DM2-met.
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4.4.2.1 Asociaciones con otras variables estudiadas

Se encontraron diversas asociaciones significativas entre los niveles de
expresion relativa de los genes implicados en gluconeogénesis intestinal y las variables
antropométricas y bioquimicas estudiadas (Tabla 16). No se encontraron correlaciones
significativas con los niveles de expresion relativa de ARNm de GLS ni con el resto de

variables bioquimicas y antropométricas estudiadas.

Tabla 16: Coeficientes de correlacion significativos (p) encontrados entre las
variables antropométricas y bioquimicas y los niveles de expresion relativa de los
genes implicados en la gluconeogénesis.

PEPCK FBPasa G6Pasa
Peso 0.416 (0.025) 0.216 (0.221) 0.044 (0.798)
Cintura 0.446 (0.043) 0.289 (0.136) 0.067 (0.736)
IMC 0.398 (0.033) 0.182 (0.310) 0.087 (0.618)
PAS 0.318 (0.230) -0.253 (0.255) | -0.431 (0.045)
Insulina 0.347 (0.048) 0.319 (0.050) 0.461(0.005)
HOMA-IR 0.249 (0.192) 0.140 (0.259) | 0.424 (0.010)

PAS: presion arterial sistélica

Diversas asociaciones significativas se encontraron entre los niveles de
expresion relativa de los genes implicados en la gluconeogénesis intestinal. Asi, los
niveles de expresion relativa de ARNm de GLS correlacionaron positivamente con los
niveles de expresion relativa de ARNm de FBPasa (r=0.683, p<0.001) y G6Pasa
(r=0.703, p<0.001), mientras que los niveles de expresion relativa de ARNm de FBPasa
correlacionaron positivamente con los niveles de expresion relativa de ARNm de
G6Pasa (r=0.654, p<0.001).
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No se encontraron asociaciones significativas entre los niveles de expresion
relativa de ARNm de PEPCK vy los niveles de expresion relativa del resto de genes

implicados en la gluconeogénesis intestinal.

También se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de
expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la lipogé&hesisvo y la
sintesis de quilomicrones y los genes implicados en la gluconeogénesis que se recogen
en la Tabla 17.

Tabla 17: Coeficientes de correlacion significativos (p) encontrados entre los
niveles de expresion relativa de los genes implicados en la lipogéneésisiovo y la
sintesis de quilomicrones con los niveles de expresion relativa de los genes
implicados en la gluconeogénesis.

GLS PEPCK FBPasa G6Pasa
PDHB 0.482 (0.023) 0.030 (0.895) 0.356 (0.135| 0.619 (0.003)
ACL 0.454 (0.051) -0.153 (0.533) 0.356 (0176) 0.598 (0.009)
DGAT2 0.305 (0.122) 0.397 (0.037) 0.380 (0.047) 0.430 (0.028)
MTP 0.400 (0.043) -0.178 (375) 0.367 (0.078) 0.578 (0.002)
Apo A-IV 0.376 (0.048) 0.340 (0.083) | 0.433 (0.039) | 0.435 (0.030)
SREBP-1c 0.345 (0.072) 0.525 (0.003) 0.342 (0.095) | 0.403 (0.037)

No se encontraron asociaciones significativas de los niveles de expresion de

ARNmM de ACCL1 y FAS con el resto de genes estudiados.

Para evaluar la fuerza de estas asociaciones como posibles predictores de los
niveles de expresion relativa de los genes estudiados que participan en la
gluconeogénesis intestinal, se realizaron diversos modelos de regresion lineal maltiple
para cada uno de estos genes. En la mayoria de los casos, los niveles de expresion
relativa de ARNm estuvieron asociados a la insulina o0 a los niveles de expresion
relativa de ARNm de SREBP-1c (Tabla 18).
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Tabla 18: Modelos de regresion lineal multiple para los genes implicados en la
gluconeogénesis intestinal.

Variable dependiente R Variables independientes
significativas

Modelo 1 PEPCK 0.090 Insulinaf{=0.387; p=0.041)
G6Pasa 0.084 Insulina{=0.370; p=0.029)

Modelo 2 GLS 0.745 SREBP-1¢3€1.053; p=0.019)
G6Pasa 0.512 Insulinaff=0.771; p=0.046)

Modelo 1: Variables independientes: glucosa, insulina e IMC.
Modelo 2: Variables independientes: glucosa, insulina, IMC, leptina y SREBP-1c.

4.4.3 Senalizacion de la insulina

En el grupo OM-alta IR los niveles de expresion relativa de ARNm de IRS1
(p=0.037) y p110fp=0.049) (Figura 21A y C) fueron significativamemhayores que
en el grupo OM-baja IR.

En el grupo OM-baja IR los niveles de expresion relativa de ARNm del ratio
p85d/p110Bfueron significativamente mayores que en el grupbdlto IR (p<0.001) y
que en el grupo OM-DM2 (p=0.010) (Figura 21D).

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos OM-alta IR y OM-

DM2-met en los niveles de expresion relativa de los genes estudiados.
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Figura 21: Niveles de expresién relativa de ARNm de los genes implicados en la
sefalizacion de la insulina. Los niveles de expresion fueron relativizados a la expresion de
ARNmM del gen 18S. Los resultados estan expresados como media + EEM.

"p<0.05 entre los grupos OM-alta IR y OM-baja IR.

p<0.05 entre los grupos MO-baja IR y OM-DM2-met.

4.4.3.1 Asociaciones con otras variables estudiadas

Se encontraron diversas asociaciones significativas entre los niveles de
expresion relativa de los genes estudiados y las variables antropométricas y bioquimicas
(Tabla 19). No se encontraron correlaciones significativas con el resto de variables
bioquimicas y antropométricas estudiadas.
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Tabla 19: Coeficientes de correlacion significativos (p) encontrados entre las
variables antropométricas y bioquimicas y los niveles de expresion relativa de los

genes implicados en la sefializacion de la insulina.

IRS1 pS5a p110p p85a/ p110p
Peso -0.008 (0.964) | -0.214 (0.266)  0.299 (0.115 -0.464 (0.001)
Cintura 0.187 (0.351) | -0.325(0.151)  0.252 (0.270 -0.687 (0.001)
Cadera -0.022 (0.914) | -0.062 (0.788)  0.302 (0.184 -0.507 (0.019)
Cintura/cadera | 0.268 (0.185) | -0.503 (0.020) | -0.022 (0.924) -0.417 (0.050)
IMC 0.039 (0.828) | -0.503 (0.020) | 0.289 (0.128)| -0.476 (0.009)
Triglicéridos 0.229 (0.200) | -0.186 (0.354)  0.273 (0.168 -0.411 (0.033)
Insulina 0.487 (0.003) | -0.113 (0.560) 0.370 (0.048) | -0.558 (0.002)
HOMA-IR 0.443 (0.008) | -0.230(0.231) 0.379 (0.043) | -0.628 (<0.001)

Los niveles de expresion relativa de la relacion fp&BbOp correlacionaron
negativamente con los niveles de expresion relativa de ARNm de IRS1 (r=-0.385,
p=0.049) y p110fr=-0.547, p=0.002).

También se encontraron asociaciones significativas entre los niveles de
expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la cascada de sefializacion de la
insulina y los implicados en la lipogénedis novo y la gluconeogénesis que se detallan
en la Tabla 20. Para el resto de genes estudiados no se encontraron correlaciones

significativas.
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Tabla 20: Coeficientes de correlacion significativos (p) encontrados entre los
niveles de expresion relativa de los genes implicados en la cascada de sefalizacion
de la insulina, la lipogénesisde novo, la sintesis de quilomicrones y la

gluconeogénesis.

IRS1 p110p p85a/p110p
DGAT2 0.452 (0.023) 0.331 (0.085) -0.504 (0.006)
MTP 0.306 (0.146) 0.646 (<0.001) -0.385 (0.047)
Apo A-IV 0.180 (0.400) 0.709 (<0.001) -0.507 (0.007)
PDHB 0.195 (0.385) 0.459 (0.032) -0.487 (0.021)
ACL 0.251 (0.300) 0.498 (0.030) -0.544 (0.016)
SREBP-1c 0.522 (0.006) 0.375 (0.045) -0.425 (0.022)
GLS 0.479 (0.004) 0.599 (0.001) -0.420 (0.026)
FBPasa 0.628 (<0.001) 0.492 (0.013) -0.414 (0.040)
G6Pasa 0.463 (0.006) 0.642 (<0.001) -0.572 (0.002)

Tabla 21: Modelos de regresion lineal multiple para los genes implicados en la

cascada de sefializacion de la insulina.

Variable dependiente R Variables independientes
significativas
Modelo 1 p85a 0.212 IMC =-0.406; p=0.046)
pl10pB 0.091 Insulinaf{=0.376; p=0.047)
p85d p110p 0.208 | Insulinaff=-0.448; p=0.013)
Modelo 2 IRS1 0.812 Insulina{=0.574; p=0.042)

Leptina 8=0.528; p=0.042)

Modelo 1: Variables independientes: glucosa, insulina e IMC.
Modelo 2: Variables independientes: glucosa, insulina, IMC, leptina y SREBP-1c.
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Para evaluar la fuerza de estas asociaciones como posibles predictores de los
niveles de expresion relativa de los genes estudiados que participan en la cascada de
sefalizacion de la insulina, se realizaron diversos modelos de regresion lineal maltiple
para cada uno de estos genes. En la mayoria de los casos, los niveles de expresion

relativa de ARNm estuvieron asociados a la insulina o a la leptina (Tabla 21).

4.5 Caracterizacion fenotipica y viabilidad de las IECs

aisladas

4.5.1 Caracterizacion fenotipica de las IECs

El andlisis de dichas caracteristicas fenotipicas se llevd a cabo mediante
citometria de flujo. Los resultados se analizaron a partir del porcentaje de células que
presentaba cada marcador, y a partir de la intensidad media de fluorescencia, dato que

describe la densidad con la que una molécula se expresa en la superficie de una célula.

Las IECs fueron identificadas como células A33+CD45- entre las células vivas
obtenidas del yeyuno de los pacientes obesos morbidos. La frecuencia media de las
células A33+CD45- fue de 74.8 + 5.6% del total de la fraccion celular aislada,
presentando una intensidad media de fluorescencia de 35.2 + 4.8%. Ademas, la

frecuencia media de células CD45+ fue de 14.2 + 3.4%.

4 5.2 Viabilidad de las IECs aisladas

El recuento de células vivas integras después de las incubaciones es del 88.3%,
medida realizada mediante el test de exclusion de azul tripan, y del 80.1+4.6% medido

por el kit CellTiter-GI§ Luminescent Cell Viability Assay.
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A B

Figura 22: A. IECs aisladas a partir de muestras de yeyuno segun la técnica
descrita en el apartado Material y Métodos. B. Detalle de las IECs aisladas.

4.6 Efecto de la glucosa e insulina sobre la expresion relativa

de los genes estudiados

Dada las asociaciones significativas encontradas entre la glucosa, la insulina, la
leptina con la expresion relativa de ARNm, quisimos comprobar si la insulina y/o

glucosa, asi como la leptina podian modificar la expresion de dichos genes.

4.6.1 Efecto de la insulina y glucosa sobre los niveles de expresion
relativa de los genes implicados en la lipogénesis novo y la

sintesis de quilomicrones

Con respecto a las IECs incubadas con 5.5 mM de glucosa, en las IECs
incubadas con altas dosis de insulina (5.5 mM de glucosa + 100 nM de insulina) se
produjo un incremento significativo de la expresion relativa de ARNm de PDHB
(p=0.020) y un descenso significativo de la expresiéon relativa de ARNm de ACL
(p=0.026) (Figura 23A y B).
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En las IECs incubadas con altas dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina) los niveles de expresion relativa de PDHB y ACC1 fueron
significativamente mayores que en las IECs incubadas con 5.5 mM de glucosa (p=0.045

y p=0.043 respectivamente) (Figura 23A 'y C).
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Figura 23: Niveles de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la lipogéndsisovo

en las IECs aisladas. Los niveles de expresion fueron relativizados a la expresion de ARNm del gen
18S. Los resultados estan expresados como porcentaje considerando las condiciones de incubacion
de 5.5mM de glucosa como el 100%. Los resultados estan expresados como porcentaje + EEM.
p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina.

Pp<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa.

°p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM de insulina.
90<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina y 25 mM glucosa + 100
nM insulina.

°p<0.05 Diferencias significativas entre 25 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM insulina.

En las IECs incubadas con altas dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +

100 nM de insulina), los niveles de expresion relativa de ARNm de ACC1 fueron
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significativamente mayores que en las IECs incubadas con solo una alta dosis de

insulina (5.5 mM de glucosa + 100 nM de insulina) (Figura 23C).

En las IECs incubadas con altas dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina), los niveles de expresion relativa de ARNm de PDHB y ACC1
fueron significativamente mayores que los niveles de expresion relativa en las IECs
incubadas con alta dosis de glucosa (25 mM) (p=0.043 y p=0.043 respectivamente),
mientras que los niveles de expresion relativa de ARNm de ACL fueron
significativamente menores (p=0.043) (Figura 23A, By C).

No se encontraron diferencias significativas entre las condiciones de incubacion

de 5.5 mM de glucosa y 25 mM de glucosa.

Con respecto a las IECs incubadas con 5.5 mM de glucosa, tanto la incubacion
con altas dosis de insulina (5.5mM de glucosa + 100 nM de insulina) como la
incubacion con altas concentracion de glucosa (25 mM) produjo un incremento
significativo de los niveles de expresion relativa de ARNm de apo A-IV (p=0.038 y
p=0.006 respectivamente) (Figura 24C).

En las IECs incubadas con altas dosis de glucosa e insulina (25mM de glucosa +
100 nM de insulina), los niveles de expresion relativa de ARNm de DGAT2, MTP y
apo A-IV fueron significativamente mayores que en las IECs incubadas solo con
5.5mM de glucosa (p<0.001, p<0.001 y p<0.001, respectivamente) (Figura 24 A, By
C), y que en las IECs incubadas con altas dosis de insulina (5.5 mM de glucosa + 100
nM de insulina) (p=0.043, p=0.028 y p=0.043, respectivamente) (Figura 24A, By C).

En las IECs incubadas con altas dosis de glucosa e insulina (25mM de glucosa +
100 nM de insulina), los niveles de expresion relativa de ARNm de DGAT2 (p=0.043)
y apo A-IV (p=0.043) fueron significativamente mayores que en las IECs incubadas

solo con altas dosis de glucosa (25 mM de glucosa) (Figura 24A y C).
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Figura 24: Niveles de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la sintesis de
quilomicrones en las IECs aisladas. Los niveles de expresion fueron relativizados a la expresion de
ARNmM del gen 18S. Los resultados estan expresados como porcentaje considerando las condiciones

de incubacion de 5.5mM de glucosa como el 100%. Los resultados estan expresados como
porcentaje + EEM.

4p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina.
®n<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa.
“p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM de insulina.

9p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina y 25 mM glucosa + 100
nM insulina.

°p<0.05 Diferencias significativas entre 25 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM insulina.

4.6.2 Efecto de la insulina y glucosa sobre los niveles de expresion
relativa SREBP-1c

Con respecto a las IECs incubadas con 5.5 mM de glucosa, la incubacién con
altas dosis de insulina (5.5 mM de glucosa + 100 nM de insulina), con altas dosis de
glucosa (25 mM), y con altas dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa + 100 nM

de insulina) produjeron un incremento significativo de la expresion relativa de ARNm
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de SREBP-1c (p=0.040, p=0.034 y p<0.001, respectivamente) (Figura 25). No se

encontraron diferencias significativas entre el resto de condiciones estudiadas.

SREBP-1c
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Figura 25: Niveles de expresion relativa de ARNm de SREBP-1c en las IECs aisladas. Los niveles
de expresion fueron relativizados a la expresién de ARNm del gen 18S. Los resultados estan
expresados como porcentaje considerando las condiciones de incubacion de 5.5mM de glucosa
como el 100%. Los resultados estan expresados como porcentaje + EEM.

p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina.

Pp<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa.

“p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM de insulina.

4.6.3 Efecto de la insulina y glucosa sobre los niveles de expresion

relativa de los genes implicados en la gluconeogénesis intestinal

En las IECs incubadas con alta dosis de insulina (5.5 mM de glucosa + 100 nM
de insulina) los niveles de expresion relativa de ARNm de FBPasa (p=0.050) fueron
significativamente mayores que en las IECs incubadas con solo 5.5 mM de glucosa
(Figura 26C).

En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa (25 mM), los niveles de
expresion relativa de ARNm de PEPCK (p=0.012) fueron significativamente mayores
gue en las IECs incubadas con solo 5.5 mM de glucosa (Figura 26B).

En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina), los niveles de expresion relativa de ARNm de PEPCK (p=0.022)
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fueron significativamente mayores que en las IECs incubadas con 5.5 mM de glucosa
(Figura 26B) mientras que los niveles de expresion relativa de GLS (p=0.045) y FBPasa
(p=0.047) fueron significativamente menores (Figura 26A y C).

En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina) los niveles de expresion relativa de ARNm de PEPCK (p=0.028)
fueron significativamente mayores que en las IECs incubadas con alta dosis de insulina
(5.5 mM de glucosa + 100 nM de insulina) (Figura 26B), mientras que los niveles de
expresion relativa de ARNm de FBPasa y GLS fueron significativamente menores

(p=0.025 y p=0.046 respectivamente) (Figura 26A 'y C).
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Figura 26: Niveles de expresion relativa de ARNm de los genes implicados en la gluconeogénesis en
las IECs aisladas. Los niveles de expresion fueron relativizados a la expresion de ARNm del gen
18S. Los resultados estan expresados como porcentaje considerando las condiciones de incubacion
de 5.5mM de glucosa como el 100%. Los resultados estan expresados como porcentaje + EEM.
4p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina.

®n<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa.

“p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM de insulina.
9p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina y 25 mM glucosa + 100
nM insulina.

°p<0.05 Diferencias significativas entre 25 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM insulina.
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En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina) los niveles de expresion relativa de ARNm de GLS fueron
significativamente menores (p=0.046) que en las IECs incubadas con alta dosis de
glucosa (25 mM) (Figura 26A).

4.6.4 Efecto de la insulina y glucosa sobre los niveles de expresion

relativa de los genes implicados en la sefializacion de la insulina

En las IECs incubadas con alta dosis de insulina (5.5 mM de glucosa + 100 nM
de insulina) los niveles de expresion relativa de ARNmasapl11® (p=0.021) fueron
significativamente mayores que en las IECs incubadas con solo 5.5 mM de glucosa
(Figura 27 D).

En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa (25 mM), los niveles de
expresion relativa de ARNm de pBLQp=0.046) fueron significativamente mayores

que en las IECs incubadas con solo 5.5 mM de glucosa (Figura 27 C).

En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina), los niveles de expresion relativa de ARNm de (B88%030)
(Figura 27B) y p110fp=0.003) (Figura 27 C) fueron significativamentaywores que

en las IECs incubadas con 5.5 mM de glucosa.

En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina) los niveles de expresion relativa de ARNm de p(hEHIB018)
fueron significativamente mayores que en las IECs incubadas con alta dosis de insulina
(5.5 mM de glucosa + 100 nM de insulina) (Figura 27 C).

En las IECs incubadas con alta dosis de glucosa e insulina (25 mM de glucosa +
100 nM de insulina), los niveles de expresion relativa de ARNm88e (p=0.018),
pl10B(p=0.028) y p854p110p(p=0.043) fueron significativamente mayores que en las
IECs incubadas con alta dosis de glucosa (25 mM) (Figura 27 B, C y D).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion relativa

de ARNm de IRS1 en las distintas condiciones de incubacion realizadas.
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Figura 27: Efecto de la glucosa e insulina sobre los niveles de expresién relativa de ARNm de los
genes implicados en la sefializacion de la insulina en las IECs aisladas. Los niveles de expresién
fueron relativizados a la expresion de ARNm del gen 18S. Los resultados estan expresados como
porcentaje considerando las condiciones de incubaciéon de 5.5mM de glucosa como el 100%. Los
resultados estan expresados como porcentaje + EEM.

4p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina.

Pp<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa.

°p<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM de insulina.
90<0.05 Diferencias significativas entre 5.5 mM glucosa + 100 nM insulina y 25 mM glucosa + 100
nM insulina.

°p<0.05 Diferencias significativas entre 25 mM glucosa y 25 mM glucosa + 100 nM insulina.

4.7 Efecto de la leptina sobre la expresion relativa de los

genes estudiados

Dadas las asociaciones significativas encontradas entre la leptina y la expresion
relativa de ARNm, quisimos comprobar si la leptina podria modificar la expresion de
dichos genes. Las IECs aisladas procedentes de muestras de yeyuno de seis sujetos
pertenecientes al grupo OM-baja IR fueron incubadas con leptina en dos

concentraciones diferentes (50 ng/mly 150 ng/ml).
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4.7.1 Efecto de la leptina sobre la expresion relativa de los genes
implicados en la lipogénesisde novo y la sintesis de
qguilomicrones
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Figura 28: Efecto de la leptina sobre los niveles de expresion relativa de los genes
implicados en la lipogénesisle novo en las IECs aisladas. Los niveles de expresion fueron
relativizados a la expresion de ARNm del gen 18S. Los resultados estan expresados como
porcentaje considerando la condiciébn de incubacion sin leptina como el 100%. Los
resultados estan expresados como porcentaje + EEMp<0.05 Diferencia significativa
encontrada entre las condiciones de incubacion de 150 ng/ml y 50 ng/ml.

En las IECs incubadas con alta concentracion de leptina (150 ng/ml) los niveles
de expresion relativa de ARNm de ACC1 fueron menores que en las IECs incubadas

con baja concentracion de leptina (50 ng/ml) (p=0.043) (Figura 28A). No se
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encontraron diferencias significativas en la expresion relativa del resto de genes

estudiados implicados en la lipogénesis de novo.

En las IECs incubadas con alta concentracion de leptina (150 ng/ml), los niveles
de expresion relativa de ARNm de apo A-IV fueron significativamente mayores que en
las IECs incubadas con baja concentracion de leptina (50 ng/ml) (p=0.028) (Figura
29C), no encontrandose diferencias significativas en la expresién relativa del resto de

genes estudiados implicados en la sintesis de triglicéridos y quilomicrones.
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Figura 29: Efecto de la leptina sobre los niveles de expresion relativa de los genes
implicados en la sintesis de triglicéridos y quilomicrones en las IECs aisladas. Los niveles
de expresion fueron relativizados a la expresion de ARNm del gen 18S. Los resultados
estan expresados como porcentaje considerando la condicién de incubacion sin leptina
como el 100%. Los resultados estan expresados como porcentaje + EEN<0.05
Diferencia significativa encontrada entre las condiciones de incubacion de 150 ng/ml y 50
ng/mil.
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4.7.2 Efecto de la leptina sobre la expresion relativa de SREBP-1c

La incubacién con distintas concentraciones de leptina no produjo cambios
significativos en los niveles de expresion relativa de ARNm de SREBP-1c (Figura 30).
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Figura 30: Efecto de la leptina sobre los niveles de expresion relativa de SREBP-1c en las
IECs aisladas. Los niveles de expresion fueron relativizados a la expresion de ARNm del
gen 18S. Los resultados estan expresados como porcentaje considerando la condicién de
incubacién sin leptina como el 100%.

4.7.3 Efecto de la leptina sobre la expresion relativa de los genes

implicados en la gluconeogénesis

En las IECs incubadas con alta concentracion de leptina (150 ng/ml) los niveles
de expresion relativa de ARNm fueron significativamente mayores en el caso de
G6Pasa (p=0.043) (Figura 31D), no encontrandose diferencias significativas en la

expresion relativa de los otros genes estudiados.
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Figura 31: Efecto de la leptina sobre los niveles de expresion relativa de los genes
implicados en la gluconeogénesis en las IECs aisladas. Los niveles de expresion fueron
relativizados a la expresion de ARNm del gen 18S. Los resultados estan expresados como
porcentaje considerando la condiciébn de incubacion sin leptina como el 100%. Los
resultados estan expresados como porcentaje + EEMp<0.05 Diferencia significativa
encontrada entre las condiciones de incubacion de 150 ng/ml y 50 ng/ml.

4.7.4 Efecto de la leptina sobre los genes implicados en la ruta de

sefalizacion de la insulina

En las IECs incubadas con alta concentracion de leptina (150 ng/ml) los niveles
de expresion relativa de ARNm fueron significativamente mayores en el caso de IRS1
(p=0.022), p85%: (p=0.047) y p11@ (p=0.040) (Figura 32A, By C).

169



Lipogénesis y gluconeogénesis en el intestino delgado de pacientes con obesidad mérbida

A IRS1 B p85-a
200 - 140 *
- =
jp 1804 8120 -
8 160 A g
£ 140 | $100 -
5 5
2 120 A ? 80
S c
‘2 100 - 3
g 80 1 gso 1
o )
2 60 g 40 -
8 40 - @
2 o
[ © 20 -
3 20 3
0 T T 1 0 T T 1
0 ng/ml S0 ng/ml 150 ng/ml 0 ng/ml S0 ng/ml 150 ng/ml
c p110-8 D p85-a/p110-B
250 140 -
(.-
=) * @
han © 120
©200 - =
- g
2 3 100 -
B1s0 - o 80 -
c ©
2 =
£100 - § 60 -
3 [3
o § 40 -
© 7]
9 50 o
2 S 20 4
= w
2
0 T T 1 0 T T 1
0 ng/ml 50 ng/ml 150 ng/ml 0 ng/ml 50 ng/ml 150 ng/ml

Figura 32: Efecto de la leptina sobre los niveles de expresion relativa de los genes
implicados en la sefializacion de la insulina en las IECs aisladas. Los niveles de expresion
fueron relativizados a la expresion de ARNm del gen 18S. Los resultados estan expresados
como porcentaje considerando la condicién de incubacién sin leptina como el 100%. Los
resultados estan expresados como porcentaje + EEMp<0.05 Diferencia significativa
encontrada entre las condiciones de incubacion de 150 ng/ml y 50 ng/ml.
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Discusién

En el presente estudio hemos descrito alteraciones del contenido lipidico, los
niveles de expresién relativa de genes implicados en la lipogéleesi®o, la sintesis
de lipoproteinas y la gluconeogénesis en el yeyuno de obesos morbidos con alta
resistencia a la insulina. Estas alteraciones se encuentran atenuadas en aquellos
pacientes obesos morbidos que reciben tratamiento con metformina. Ademas los niveles
de expresion relativa de muchos de los genes estudiados se encuentran regulados por los

niveles de glucosa, insulina y/o leptina.

5.1 Lipogénesisde novo y sintesis de quilomicrones

En el presente estudio hemos encontrado que los obesos mérbidos con alta
resistencia a la insulina asi como los que reciben tratamiento con metformina presentan
unos niveles superiores de triglicéridos en los quilomicrones en suero, que
correlacionan positivamente con el indice HOMA-IR y con los niveles de apo B-48 en
suero. Sin embargo, no podemos concluir que este incremento de quilomicrones sea
resultado de un incremento de su sintesis. Aunque diversos estudios han mostrado un
incremento en la produccion de lipoproteinas intestinales que contienen apo B-48
(Haidari y cols., 2002), otros han indicado que este incremento en el plasma de apo B-
48 en estados de resistencia a la insulina podrian ser la consecuencia de una menor tasa

de aclaramiento de las particulas remanentes de quilomicrones (Haffner y cols., 1984).

Mediante una tincién realizada con rojo oleoso en las muestras de yeyuno
obtenidas en estado de ayunas, hemos observado una mayor acumulacién de lipidos
neutros en la lamina propia del yeyuno procedente de los sujetos obesos maérbidos con
baja resistencia a la insulina. Mediante la técnica inmunohistoquimica hemos
confirmado que el yeyuno procedente de obesos morbidos con baja resistencia a la
insulina presentan una sefial mas intensa correspondiente a apo B en el mismo lugar
donde los lipidos neutros fueron detectados mediante la tincion de rojo oleoso. Esto

sugiere que estas gotas lipidicas corresponden a lipoproteinas intestinales. Si los
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triglicéridos estuvieran en los vasos sanguineos, estos serian el reflejo de los niveles de
triglicéridos en plasma en ayunas. Sin embargo, el nivel de triglicéridos en plasma en
los obesos morbidos con alta resistencia a la insulina y en los medicados con
metformina fue mayor, mientras que el contenido de triglicéridos en el yeyuno fue
menor. Apoyando estos resultados, hemos encontrado una correlacion negativa entre el
contenido de triglicéridos del yeyuno y los niveles en plasma de apo B-48 y el
contenido de triglicéridos de los quilomicrones, asi como una correlacién negativa entre
la intensidad de la sefal de apo B en el yeyuno y los niveles en plasma de apo B-48 y el

contenido de triglicéridos de los quilomicrones.

Una vez sintetizados los quilomicrones, éstos son secretados al sistema linfatico
del mesenterio. En ratas, se ha descrito que durante la absorcidén activa de lipidos, los
triglicéridos pueden seguir al menos dos vias (Nevin y cols., 1995). Unos forman parte
de los quilomicrones, que van a ser liberados a la linfa, mientras que otros parecen que
no son trasportados desde las células intestinales hacia la linfa, sino que salen de la
mucosa a través de la vena porta (Mansbach y cols., 1991). Poco mas se conoce sobre
esto.

Una hipotesis para explicar esto podria ser que las lipoproteinas intestinales son
transferidas mas rapidamente hacia los vasos sanguineos en el caso de los pacientes con
alta resistencia a la insulina. El menor tamafio de estas lipoproteinas en estado de
ayunas en estos pacientes con alta resistencia a la insulina podria explicar su menor
acumulacion en el intestino (Haidari y cols., 2002, Guo y cols., 2005). Estas
lipoproteinas son transportadas mas facilmente ya que atraviesan la barrera endotelial

con mayor facilidad y por lo tanto no son retenidas en la lamina propia.

Diversos estudios en modelos animales han puesto de manifiesto la presencia de
alteraciones en el metabolismo lipidico en estados de resistencia a la insulina y/o
diabetes (Haidari y cols., 2002, Federico y cols., 2006). La induccién de resistencia a la
insulina en modelos animales esta asociada a un aumento significativo de la expresion
de genes implicados en el metabolismo lipidico y lipoproteico a nivel intestinal (Lally y
cols., 2007). Aunque el aumento de la expresion a nivel intestinal de genes implicados

en el metabolismo lipoproteico puede jugar un papel muy importante en la
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sobreproduccién de lipoproteinas intestinales en individuos con resistencia a la insulina,

este fendbmeno esta poco estudiado en humanos.

En el presente estudio hemos observado que el yeyuno de obesos marbidos con
alta resistencia a la insulina presenta alteraciones en la expresion de genes involucrados
en el metabolismo lipidico, como son una disminucion de la expresion de genes
involucrados en la sintesis de acidos grasos (FAS y ACC), un incremento en la
expresion de genes implicados en la sintesis de acetil-CoA (ACL y PDHB) y un
incremento en la expresion de apo A-1V, que participa en la sintesis y secrecion de

quilomicrones.

Estudios llevados a cabo tanto en humanos (Duez y cols., 2006) como en
diversos modelos animales (Haidari y cols., 2002, Zoltowska y cols., 2003) se han
centrado en el papel que juega el aumento de produccion de lipoproteinas intestinales
como uno de los causantes de la dislipemia caracteristica de la obesidad y la resistencia

a la insulina.

Hay pocos estudios realizados en humanos sobredagrion de lipoproteinas
intestinales en estados de resistencia a la insulina y/o diabetes (Duez y cols., 2006, Duez
y cols., 2008); la informacion disponible sobre los mecanismos intracelulares
involucrados en la sintesis, formacion y secrecion de las lipoproteinas intestinales en los
estados de resistencia a la insulina y/o diabetes en humanos es escasa (Couture y cols.,
2014, Veilleux y cols., 2014).

Esta descrito que en estados de resistencia a la insulina la secrecion de
lipoproteinas intestinales se encuentra elevada (Duez y cols., 2006, Federico y cols.,
2006), aunque los mecanismos por los cuales tiene lugar no son bien conocidos. En un
estudio realizado en el modelo animal de resistencia a la insulina, hamster alimentado
con fructosa, se sugiere que el incremento en la produccion de lipoproteinas intestinales
puede ser debido a diversos factores como la induccion de la lipogéeesiso, la
mayor biodisponibilidad de lipidos, el aumento de la estabilidad intracelular de apo B-
48 y abundancia de MTP y apo A-1V, todo lo cual conlleva a una mayor produccién y
secrecion de lipoproteinas intestinales (Haidari y cols., 2002).
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En nuestro estudio, la sintesis novo de &cidos grasos en los sujetos obesos
morbidos con alta resistencia a la insulina parece estar disminuida, ya que los niveles de
expresion relativa de ACC1 y FAS son significativamente menores, lo cual concuerda
con lo observado en tejido adiposo en humanos (Ortega y cols., 2010). Sin embargo, en
higado se ha visto que la lipogéneatgsnovo se encuentra aumentada en los individuos
obesos con alta resistencia a la insulina (Eissing y cols., 2013). ACC1 cataliza la
carboxilacién de acetil-CoA a malonil-CoA, un paso limitante en la sintesis de acidos
grasos. Una menor concentracion de malonil-CoA como consecuencia de una menor

expresion de ACC1 puede dar lugar a un descenso en la sintesis lipidica de novo.

En humanos hay poca informacion disponible sobre la lipogétesisvo en el
intestino delgado. Un reciente estudio realizado en duodeno, muestra una expresion
relativa de ARNm de ACCL1 significativamente menor en individuos obesos con alta
resistencia a la insulina, sin embargo, no se encontraron diferencias en el caso de FAS
(Couture y cols., 2014), aunque determinan un incremento en la lipogdaests/o
medida por incorporacion de acetato marcado en los individuos obesos con alta
resistencia a la insulina. Este incremento en la lipogémkesisovomedido por la
incorporacion de acetato marcado también se ha observado en el intestino de modelos

animales de resistencia a la insulina (Haidari y cols., 2002).

Por otra parte, la sintesis de acetil-CoA, precursor de acidos grasos y colesterol,
parece estar incrementada en los individuos obesos mérbidos con alta resistencia a la
insulina, ya que nuestros resultados muestran unos niveles de expresion relativa de
ARNmM de ACL y PDHB significativamente mayores en estos individuos. Estas enzimas
participan en la sintesis de acetil-CoA citosélico y mitocondrial respectivamente. ACL
cataliza la generacion de acetil-CoA en el citosol a partir de citrato y es la ruta principal
de sintesis de acetil-CoA en las células de mamiferos (Ruderman y cols., 1999). El
aumento de expresion relativa de ACL podria ser causado por un exceso de citrato que
se produce en situaciones con altos niveles de glucosa y acidos grasos libres (Ruderman
y cols., 1999), como ocurre en los sujetos obesos morbidos con alta resistencia a la
insulina (Soriguer y cols., 2009b). Este incremento en los niveles de citrato también
puede estar asociado con la disminucién de la concentracion de malonil-CoA

(Ruderman y cols., 1999), tal y como nuestros resultados sugieren al mostrar unos
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niveles menores de expresion relativa de ARNm de ACC1 en los sujetos obesos

morbidos con alta resistencia a la insulina.

En nuestros resultados no encontramos un aumento significativo de la expresion
relativa de los genes implicados en la sintesis de triglicéridos (DGAT2) ni en la
transferencia de lipidos a las lipoproteinas (MTP) en los sujetos obesos mérbidos con
alta resistencia a la insulina o diabéticos medicados con metformina, en comparacion
con aquellos sujetos mérbidos con baja resistencia a la insulina. Estudios previos
realizados en tejido adiposo de sujetos obesos no encontraron diferencias en los niveles
de actividad de DGAT en funcion de la presencia o no de diabetes (Hou y cols., 2009).
Sin embargo, en modelos animales de resistencia a la insulina y diabetes se ha descrito
un aumento de la actividad de DGAT a nivel intestinal (Zoltowska y cols., 2003, Uchida
y cols., 2013). Sobre la expresién de MTP a nivel intestinal en modelos animales los

resultados son contradictorios (Haidari y cols., 2002, Zoltowska y cols., 2003).

Los estudios realizados en intestino de humanos que evalien la expresion
relativa de DGAT2 y MTP son escasos. En biopsias de duodeno de individuos obesos se
ha observado un menor nivel de ARNm de DGAT2 y MTP en individuos con alta
resistencia a la insulina (Couture y cols., 2014), aungque otro reciente estudio muestra
que en individuos obesos con alta resistencia a la insulina los niveles de proteina MTP

se encuentran elevados (Veilleux y cols., 2014).

En nuestro estudio, los niveles de expresion relativa de ARNm de apo A-IV
fueron significativamente mayores en individuos obesos morbidos con alta resistencia a
la insulina. Apo A-IV es una proteina de unién a lipidos que es incorporada a los
quilomicrones durante su formacion. El incremento de su expresion se ha propuesto que
facilita la secrecion de lipidos aumentando el tamafio de la particula lipoproteica
secretada (Lu y cols., 2006), aunque este experimento fue realizado en una linea celular
de enterocitos de cerdo recién nacidos, IPEC-1, incubados con acido oleico. Nuestras
condiciones de estudio son muy diferentes; las muestras fueron tomadas en ayunas en
pacientes obesos morbidos. En estas circunstancias los enterocitos producen en su
mayoria lipoproteinas mas pequefias con menor contenido en triglicéridos que los
quilomicrones producidos después de la ingesta de alimentos (Ockner y Manning,
1974).
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Este incremento de expresion de apo A-IV en los sujetos obesos morbidos con
alta resistencia a la insulina encontrado en nuestro estudio va en la misma linea que
aquellos que muestran un incremento en la formacién y secrecién de lipoproteinas
intestinales en humanos con alta resistencia a la insulina (Duez y cols., 2006, Hogue y
cols., 2007). Este incremento en los niveles de expresion relativa de apo A-IV en los
individuos obesos moérbidos con alta resistencia a la insulina, pero sin diferencias
significativas en los niveles de expresion relativa de MTP entre los grupos estudiados,
podrian indicar que en estados de resistencia a la insulina los enterocitos son capaces de
producir una mayor cantidad de lipoproteinas pero con un menor contenido en
triglicéridos. Resultados similares se han observado en modelos animales de resistencia
a la insulina (Zoltowska y cols., 2003, Hayashi y cols., 2002).

Por el contrario, Haidari y cols. sugieren un papel importante de MTP en la
dislipemia postprandial en modelos animales de resistencia a la insulina (Haidari y
cols., 2002). Estas discrepancias pueden ser debidas a las diferencias existentes entre
especies. Estudian vitro realizados en hepatocitos sugieren que MTP podria no estar
implicada en la transferencia de la mayoria de triglicéridos a apoB (Gordon y Jamil,
2000, Kulinski y cols., 2002), proponiéndose un modelo en el que se sugiere que
cuando MTP es inhibida, la acumulacion de triglicéridos independientes de apoB en el
lumen del reticulo endoplasmatico se ve comprometida dando como resultado que haya
menos triglicéridos disponibles para ser unidos a apoB (Kulinski y cols., 2002). Son
necesarios futuros trabajos donde se estudie el papel de MTP en la formacion de

lipoproteinas, especialmente en situaciones de resistencia a la insulina y/o diabetes.

SREBP-1c es un factor de transcripcion implicado en la regulacion de la
lipogénesis (Horton y cols., 2002). Nuestros resultados muestran un incremento de los
niveles de expresion relativa de SREBP-1c en el yeyuno de obesos mdrbidos con alta
resistencia a la insulina, lo que concuerda con los resultados previos observados en
animales con resistencia a la insulina (Federico y cols., 2006). Este aumento en los
niveles de expresion puede ser provocado por el incremento de la insulinemia (Hegarty
y cols., 2005), como nuestros resultados sugieren. La insulina regula a nivel
transcripcional los niveles de SREBP-1c (Eberle y cols., 2004), aumentando su

expresion en los tejidos diana (Guillet-Deniau y cols., 2002). Esto concuerda con
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nuestros resultados observados en yeyuno. Mediante el andlisis de diferentes modelos
de regresion multiple, hemos encontrado que tanto la insulina como SREBP-1c podrian
jugar un papel en la explicacién de los niveles de expresion relativa de ACC1, MTP,
DGAT2, PDHB, apo A-IV y FAS. Esta descrito que SREBP-1c esta implicado en la
regulacion de ACC1 (Zhao y cols., 2010), FAS (Horton y cols., 2002) y MTP (Sato y
cols., 1999) y que la insulijaega un papel importante en la regulacion de SREBP-
(Hegarty y cols., 2005), FAS (Griffin y Sul, 2004), apo A-IV (Hanniman y cols., 2006)

y DGAT2 (Meegalla y cols., 2002). Por lo tanto, la insulina podria estar implicada en la
regulacion de estos genes, bien sea directamente, o bien a través de la accion de
SREBP-1c. Esto no descarta el hecho de que otros factores de transcripcién puedan

estar también involucrados en la regulacion de los niveles de expresion estas enzimas.

Nuestro estudio muestra que la metformina modifica ligeramente los niveles de
expresion relativa de apo A-IV, ACC1 y SREBP-1c. La metformina es un medicamento
ampliamente utilizado para el tratamiento de la DM2. El tratamiento con metformina
mejora los niveles de expresion relativa de estos genes hasta el punto de que
desaparecen las diferencias significativas con respecto a los obesos mérbidos con baja
resistencia a la insulina. Para nuestro conocimiento, no hay ningun estudio publicado
que evalue el efecto de la metformina en la expresion relativa de apo A-IV y SREBP-1c
a nivel intestinal. Con respecto a SREBP-1c, y acorde a nuestros resultados, el
tratamiento con metformina disminuye los niveles de expresion y proteina de SREBP-
1c en células musculares L6 (Bi y cols., 2014). Sin embargo, con respecto a ACC1,
nuestros resultados difieren de las investigaciones realizadas en adipocitos 3T3-L1 en
los que la metformina reduce los niveles de proteina de ACC1 (Boyle y cols., 2011).
Estas diferencias pueden ser debidas a que la regulacién del metabolismo puede variar
entre distintos tejidos, y en funcién de las condiciones ambientales en las que se

encuentran las células.

Nuestros resultados muestran que la expresion de los genes estudiados que
participan en la lipogéneside novoy en la sintesis de lipoproteinas se encuentran
regulados por la glucosa y/o insulina en el yeyuno de los individuos obesos morbidos
con baja resistencia a la insulina. Hemos encontrado unos niveles de expresion relativa

de ARNm de DGAT2, MTP y apo A-IV mayores en las IECs procedentes del yeyuno
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de individuos obesos morbidos con baja resistencia a la insulina cuando son incubados
con altas concentraciones de glucosa e insulina, situacion similar al estado postprandial,
lo que sugiere que podria tener lugar una mayor sintesis de lipoproteinas intestinales. La
sintesis y secrecion de apo A-IV en el tracto gastrointestinal es estimulada por la
insulina (Hanniman y cols., 2006) y los niveles de expresion relativa de ARNm de
DGAT2 se incrementan por la insulina (Meegalla y cols., 2002). Un incremento en la
lipogénesisde novo podria estar provocado por el incremento de los niveles de
expresion relativa de ARNm de ACC1, aunque los niveles de expresion relativa de FAS
no se han visto incrementados. ACC1 es un gen cuya expresion se encuentra inducida
en respuesta a la insulina (Brownsey y cols., 2006). Aunque en las condiciones de
incubacién a alta concentracion de glucosa o insulina, solo se incrementa de manera
significativa los niveles de expresion relativa de apo A-1V, lo que sugiere un incremento
en la sintesis de lipoproteinas ricas en triglicéridos, pero sin un incremento del
contenido en triglicéridos, debido a la ausencia de incremento significativo en los
niveles de expresion relativa de DGAT2, MTP y ACCL. Por otro lado, PDHB, SREBP-
1c y ACL han presentado un comportamiento distinto frente a la insulina; mientras que
los niveles de expresion relativa de ARNm de PDHB y SREBP-1c se han visto
incrementados a alta concentracion de insulina, los niveles de expresion relativa de
ACL han disminuido. Tanto PDHB como SREBP-1c son estimuladas por la insulina
(Hegarty y cols., 2005, Wieland, 1983). SREBP-1c esta implicada en el efecto
lipogénico que produce la hiperinsulinemia crénica (Horton y cols., 2002), y la
activacion del complejo PDH favorece la oxidacion de la glucosa y la mejora del control
de la glucosa en sangre (Mayers y cols., 2003). Mientras, la ACL representa el nexo de
union entre el metabolismo de la glucosa y la sintesis de acidos grasos, ya que

transforma el citrato derivado de la glucosa en acetil-CoA (Chypre y cols., 2012).

Nuestros resultados muestras que la leptina, en concentraciones similares a las
que se encuentran en los pacientes obesos morbidos con alta resistencia a la insulina,
produce una disminucién en los niveles de expresion de ARNm de ACCL1 en las IECs
aisladas de individuos obesos mérbidos con baja resistencia a la insulina. Mientras, los
niveles de expresion de ARNm de apo A-IV se vieron incrementados con respecto a los
niveles encontrados en la incubacion con baja concentracion de leptina, similar a la que

presentan los pacientes obesos mérbidos con baja resistencia a la insulina. Hay poca
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informacion disponible sobre el efecto de la leptina sobre el metabolismo lipidico en el
intestino delgado. En ratones carentes de leptina (ob/ob), una inyeccioén intravenosa de
leptina 90 minutos después de una sobrecarga de grasa produjo una reduccién en los
niveles de transcripcion de apo A-IV en el yeyuno (Morton y cols., 1998). En células
Caco-2 diferenciadas a enterocitos, la biosintesis y secrecion de apo A-l, apo A-IV y
apo E se vio inducida por la leptina, mientras que la secrecién de triglicéridos y la
biosintesis de apo B-48 se vio inhibida (Stan y cols., 2001).

La administracion de leptina a nivel central, inhibe la expresion de genes
implicados en la sintesis de acidos grasos como ACC y FAS tanto en higado como en
tejido adiposo, mientras que los niveles de expresion de SREBP-1c se encuentran

disminuidos en higado pero no en el tejido adiposo (Gallardo y cols., 2007).

5.2 Gluconeogénesis

Los resultados de nuestro estudio muestran que los sujetos obesos mdrbidos con
alta resistencia a la insulina presentan alteraciones en los niveles de expresion relativa
de los genes implicados en la gluconeogénesis y en su regulacién. Comparando con el
grupo de obesos morbidos con alta resistencia a la insulina, el tratamiento con
metformina hace que estas diferencias disminuyan ligeramente, llegando a desaparecer

dichas diferencias significativas en alguno de los genes estudiados.

El papel del intestino como O6rgano que participa de manera dindmica en la
produccion enddgena de glucosa a través de la gluconeogénesis se ha puesto de
manifiesto en diversos estudios realizados en modelos animales y en humanos
(Mithieux y cols., 2004b, Rajas y cols., 2000, Rajas y cols., 1999, Yanez y cols., 2003).
En modelos animales la produccién de glucosa a nivel intestinal no se ha detectado en el
estado postabsortivo (Croset y cols., 2001). Sin embargo, el hecho de que el intestino

sea capaz de producir glucosa en estados de resistencia a la insulina, representa una
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posible fuente adicional de glucosa que podria influir en el aumento de producciéon

endogena de glucosa descrito en los estados de resistencia a la insulina.

La medida de la gluconeogénesisvivo ha sido objeto de controversia debido
principalmente a la inexactitud de la metodologia empleada (Previs y cols., 2009),
ademas del hecho de que el flujo sanguineo a lo largo del intestino es muy elevado, lo
gue hace mas complicado determinar con exactitud las posibles diferencias en el flujo

de la glucosa.

Nuestros resultados muestran que en los individuos obesos mérbidos con alta
resistencia a la insulina, los niveles de expresion relativa de los genes que participan en
la gluconeogénesis intestinal GLS, PEPCK y G6Pasa se encuentran elevados. Estudios
previos realizados a nivel hepatico, en modelos animales de resistencia a la insulina y en
humanos, muestran un incremento en los niveles de actividad y/o expresion relativa de
ARNmM de PEPCK, FBPasa y G6Pasa (Andrikopoulos y Proietto, 1995, Clore y cols.,
2000, Creutzfeldt y cols., 1970, Liu y cols., 1994). Sin embargo, hay muy poca
informacion disponible sobre la gluconeogénesis intestinal en estados de resistencia a la
insulina, y los pocos estudios que hay estan realizados en modelos animales (Croset y
cols., 2001, Mithieux y cols., 2004a).

FBPasa es una de las enzimas claves de la gluconeogénesis y cataliza la
conversion irreversible de fructosa-1,6-bifosfato a fructosa-6-fosfato. En modelos
animales de obesidad y resistencia a la insulina (Andrikopoulos y cols., 1993,
Andrikopoulos y Proietto, 1995), asi como en biopsias hepaticas de pacientes obesos
con DM2, se ha descrito un incremento de la actividad de FBPasa (Creutzfeldt y cols.,
1970). Con respecto a los niveles de expresion relativa de FBPasa, en nuestro estudio no
encontramos diferencias entre los distintos grupos estudiados. Se ha descrito que
FBPasa se encuentra altamente expresada en el intestino delgado de diferentes especies
estudiadas, no siendo este paso un factor limitante (Anderson, 1974, Bismut y cols.,
1993). En modelos animales, un incremento en la actividad hepética de FBPasa se ha
relacionado con un incremento de la tasa de gluconeogénesis a partir de glicerol
(Lamont y cols., 2006), el cual entra en la ruta gluconeogénica justo antes de la reaccion
catalizada por la FBPasa. De hecho, en sujetos obesos con DM2, la tasa de

gluconeogénesis hepéatica a partir de glicerol se encuentra incrementada (Puhakainen y
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cols., 1992). Pero en el intestino, el precursor principal de la gluconeogénesis es la
glutamina (Croset y cols., 2001). Por lo tanto el hecho de que no hayamos encontrado
diferencias en los niveles de expresion relativa de FBPasa entre los distintos grupos
puede ser debido a la diferencia existente en los precursores principales de la
gluconeogénesis en higado e intestino en condiciones de resistencia a la insulina. De
hecho, nuestros resultados muestran unos niveles de expresion relativa de GLS
significativamente mayores en el grupo de obesos morbidos con alta resistencia a la
insulina. GLS cataliza la hidrélisis de glutamina a glutamato y amoniaco, lo cual la
convierte en uno de los enzimas claves en el control de la gluconeogénesis intestinal
(Mithieux, 2001). Nuestros resultados son consistentes con los datos conocidos sobre
los flujos metabdlicos existentes en el higado e intestino. La glutamina es captada y
metabolizada por el intestino delgado (Windmueller y Spaeth, 1980), mientras que la
alanina y lactato, principales precursores de la gluconeogénesis en el higado, son
liberados por el intestino delgado al torrente circulatorio para posteriormente ser
captados por el higado (Remesey y cols., 1978, Owen y cols., 1981).

G6Pasa es una enzima crucial en el control de la homeostasis de la glucosa, ya
que cataliza la ultima reaccién bioquimica de la ruta de la gluconeogénesis y la
glucogenolisis, esta es la hidrélisis de la glucosa-6-fosfato a glucosa y fosfato
inorganico. En modelos animales de diabetes, se ha demostrado un incremento en la
actividad y la expresion de la G6Pasa (Barzilai y Rossetti, 1993, Liu y cols., 1994). En
pacientes obesos moérbidos con DM2 se ha visto un incremento en la actividad de esta
enzima a nivel hepatico (Clore y cols., 2000). Nuestros resultados apoyan lo descrito
anteriormente, ya que en los obesos morbidos con alta resistencia a la insulina y en los
medicados con metformina, los niveles de expresion relativa de G6Pasa son mayores
gue en el grupo de obesos morbidos con baja resistencia a la insulina. EI hecho de que
G6Pasa haya sido detectada en la parte apical de los enterocitos, sugiere que esta
enzima podria participar en el transporte transepitelial de la glucosa (Santer y cols.,
2003, Stumpel y cols., 2001). En estos estudios se propone un mecanismo de liberacion
de glucosa al torrente sanguineo independiente de GLUT2 y dependiente de una
fosforilacion previa de la glucosa por parte de la hexoquinasa y una posterior

desfosforilacion por parte de G6Pasa.
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El primer punto de regulacion de la gluconeogénesis es la conversion de
oxalacetato a fosfoenolpiruvato, reaccion catalizada por la enzima PEPCK, considerada
otra de las enzimas clave de la gluconeogénesis, a partir de piruvato, lactato y alanina
(Hanson y Reshef, 1997). En el intestino de ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina se ha descrito un aumento de la actividad y de los niveles de ARNm de
PEPCK en el intestino (Rajas y cols., 2000). En este sentido hemos encontrado un
aumento en los niveles de expresion relativa de ARNm de PEPCK en el yeyuno de los
obesos morbidos con alta resistencia a la insulina. No hay que descartar otras posibles
funciones que han sido propuestas para PEPCK en el intestino delgado, como es su
posible contribucién a los niveles de piruvato disponible (Watford, 1994, Windmueller,
1984), el cual puede contribuir a la produccién de lactato y alanina para que puedan ser

utilizados posteriormente en la gluconeogénesis hepatica (Mithieux, 2001).

Diversos estudios han puesto de manifiesto el posible papel que SREBP-1c
puede tener en la regulacion del metabolismo de la glucosa. A nivel hepatico se ha visto
en modelos animales que SREBP-1c participa en la regulacion de PEPCK y G6Pasa
(Ruiz y cols., 2014, Yamamoto y cols., 2004). Sin embargo, no hay informacion
disponible sobre el papel de SREBP-1c en la regulacion de la gluconeogénesis a nivel
intestinal. En nuestro estudio hemos encontrado una asociacion positiva entre los
niveles de expresion relativa de SREBP-1c y los niveles de expresion relativa de
PEPCK 'y G6Pasa.

La metformina actia disminuyendo los niveles de glucosa, suprimiendo la
produccion de glucosa por parte del higado (Song y cols., 2001). Actualmente, no hay
estudios que evalten el efecto de la metformina sobre la gluconeogénesis intestinal.
Estudios realizados en modelos animales indican que la metformina podria ralentizar la
absorcion de glucosa a nivel intestinal, y que ésta tenga lugar en zonas mas distales del
tracto intestinal (Wilcock y Bailey, 1991, Wilcock y Bailey, 1990). Otros estudios
realizados en modelos animales animales indican que el efecto normoglucemiante de la
metformina en el intestino delgado podria deberse a un incremento del consumo de
glucosa intestinal (Bailey y cols., 1994, Mithieux y cols., 2006). En nuestro estudio, en
el grupo de obesos mdérbidos medicados con metformina hemos encontrado unos niveles

de expresion relativa de ARNm de GLS y PEPCK menores que en el caso de los obesos
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morbidos con alta resistencia a la insulina, e incluso llegando a niveles
significativamente menores que en los obesos morbidos con baja resistencia a la
insulina en el caso del PEPCK. Esto concuerda con los datos publicados en estudios
previos realizados en cultivas vitro de hepatocitos de ratas y ratones donde la
metformina disminuye los niveles de expresion de ARNm de PEPCK (Aatsinki y cols.,
2014, Yuan y cols., 2002).

Aunque en este estudio hemos mostrado la expresién de enzimas que participan
en la gluconeogénesis intestinal en humanos y que sus niveles son mayores en pacientes
con alta resistencia a la insulina, posteriores estudios son necesarios para evaluar los
niveles de actividad de estas enzimas y el flujo gluconeogénico en el intestino asi como
su papel en los estados de alta resistencia a la insulina. Es posible también que parte de
la glucosa producida por el intestino delgado provenga de la glucogenolisis, ya que una
cantidad pequeiia pero significante de glucégeno se ha detectado tanto en el yeyuno de

ratas (Anderson y Jones, 1974) como de humanos (Field y cols., 1965).

Nuestros resultados muestran que la expresion de varios de los genes estudiados
que participan en la gluconeogénesis se encuentra regulada por la glucosa y/o insulina
en el yeyuno de los individuos obesos morbidos con baja resistencia a la insulina. Esta
descrito que tanto en el higado (Mithieux y cols., 1996, Minassian y cols., 1996) como
en el intestino delgado (Rajas y cols., 2000, Rajas y cols., 1999), la insulina actua
inhibiendo la expresion de PEPCK y G6Pasa. En hepatocitos de rata se ha descrito que
altas concentraciones de glucosa aumentan los niveles de expresion de ARNm de
G6Pasa, mientras que los niveles de expresion de ARNm de PEPCK no se vieron
afectados (Argaud y cols., 1997). En nuestro estudio no hemos encontrado que la
G6Pasa vea afectada su expresion por altas concentraciones de glucosa y/o insulina. Sin
embargo, la expresibn de PEPCK aumenta de manera significativa con altas

concentraciones de glucosa e insulina.

A altas concentraciones de glucosa e insulina, condiciones que se asemejan a la
situacion postprandial, hemos encontrado que los niveles de expresion relativa de GLS
y FBPasa disminuyen de manera significativa. Hay estudios que muestran que en el
intestino de rata, los niveles de ARNm de GLS son mayores en ayunas que en estado

postabsortivo (Kong y cols., 2000), lo que concuerda con nuestros resultados, ya que la
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condicion de incubacion con alta concentracion de glucosa e insulina se asemeja al
estado postprandial. En hepatocitos de rata, la glucosa incrementa los niveles de
expresion de ARNm de FBPasa (Argaud y cols., 1997), mientras que la insulina

disminuye su expresion (el-Maghrabi y cols., 1988). Sin embargo, nuestros resultados
no muestran un incremento de la expresion de la FBPasa con altas dosis de glucosa.

Mas bien lo contrario, sobre todo cuando ademas existen altas dosis de insulina.

En nuestro estudio, la incubacion con una concentraciéon alta de leptina produjo
un aumento significativo de los niveles de expresion relativa de ARNm de G6Pasa en
comparacion con la incubacién realizada a baja concentracion de leptina, no
encontrando diferencias en el resto de genes estudiados. Los resultados que describen
los efectos de la leptina sobre el metabolismo de la glucosa son contradictorios. Asi, en
modelos animales hay estudios que muestran un incremento en la gluconeogénesis
hepatica (Rossetti y cols., 1997) mientras otros muestran una disminucion (Ceddia y
cols., 1999). Las diferencias encontradas en la literatura publicada sobre el efecto de la
leptina sobre el metabolismo de la glucosa pueden ser explicadas en parte por las
diferencias en el disefio experimental; si el tratamiento con leptina es crénico o agudo,
la dosis de leptina empleada o el grado de resistencia a la insulina y/o a la leptina del
modelo animal empleado en el estudio. Todo esto contribuye a que la comparacion entre

los diferentes estudios publicados en esta area sea complicada.

En modelos animales, el tratamiento con leptina a concentraciones fisiologicas
normales reduce de manera notable la produccion de glucosa hepdtica, siendo incluso
mucho mas efectiva que la insulina (Anderwald y cols., 2002). Sin embargo, altas
concentraciones de leptina, similares a las que se encuentran en estados de obesidad,
inhiben este efecto, mostrando un incremento de la produccion de glucosa hepatica en
comparacion con los niveles de glucosa hepatica que se producen con concentraciones

de leptina similares a las fisioldgicas (Rossetti y cols., 1997, Anderwald y cols., 2002).
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5.3 Cascada de senalizacion de la insulina

Es bien conocido que alteraciones en la cascada de sefalizacion de la insulina
provocan resistencia a la insulina tamovivo comoin vitro. En modelos animales de
resistencia a la insulina se ha descrito en el higado y en el madsculo esquelético, una
disminucién de la unién de la insulina a su receptor, asi como una menor actividad
quinasa del receptor y unos niveles de expresion menores de los receptores de insulina 'y
menor actividad PI3K (Kahn y cols., 1973, Folli y cols., 1993).

Estudios realizados en modelos animales e individuos con alta resistencia a la
insulina muestran niveles de ARNm de IRS1 disminuidos en higado, masculo vy tejido
adiposo (Anai y cols., 1998, Kovacs y cols., 2003). Sin embargo nuestros resultados
difieren con lo publicado en otros tejidos, ya que en nuestro estudio los niveles de
ARNmM de IRS1 son mayores en el intestino de obesos mdérbidos con alta resistencia a la

insulina.

Por otro lado, en cuanto a las distintas subunidades que componen la PI3K, suele
existir un exceso de subunidad reguladora (p85) sobre la subunidad catalitica (p110), lo
que da como resultado un pool de monomeros de p85 libres que no se encuentran
asociados a la subunidad catalitica. Sin embargo, existe un equilibrio entre la cantidad
de mondmero libre y la cantidad de heterodimero p85-p110, siendo este ultimo el
responsable de la actividad de PI3K (Mauvais-Jarvis y cols., 2002, Ueki y cols., 2003).
Debido a que tanto el monémero p85 como el heterodimero p85-p110 compiten por el
mismo sitio de unién a IRS1, una alteracion de este equilibrio podria incrementar o
disminuir la actividad de PI3K (Giorgino y cols., 1997). Diversos estudios realizados en
humanos han sefialado la posible relacion existente entre la resistencia a la insulina y el
incremento en la expresion de la subunidady@Ebel masculo esquelético, ya que este
exceso de p85 provocaria una disminucion de la actividad PI3K (Bandyopadhyay y
cols., 2005, Cornier y cols., 2006). Al igual que ocurria con IRS1, nuestros resultados
no han sido los esperados. Hemos encontrado un aumento deeplib6fpacientes con
alta resistencia a la insulina, con lo cual la relacion B30 ha sido

significativamente menor en estos pacientes. Ademas, encontramos una correlacion
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negativa entre la relacion p8pd10py la expresion de todos los genes estudiados
implicados en la lipogénesike novo y en la gluconeogénesis. Posteriores estudios son
necesarios para evaluar el nivel de proteina de IRS1, asi como su fosforilacién en el
intestino delgado en situaciones de resistencia a la insulina, ya que se ha propuesto una
disminucién de los niveles proteicos de IRS1 en situaciones de hiperinsulinemia como

consecuencia de un aumento de su degradacion (Araki y cols., 1995).

En modelos animales se ha descrito que la insulina posee importantes efectos
fisiologicos en el desarrollo y maduracién del intestino (Arsenault y Menard, 1984, Buts
y cols., 1988, Buts y cols., 1997). Sin embargo, tras el destete, la mucosa intestinal deja
de ser un tejido diana para la insulina, disminuyendo la concentracion de receptores de
la insulina, lo cual esta asociado a una reduccion de la respuesta por parte de los
enterocitos maduros a esta hormona (Buts y cols., 1997). Sin embargo, estudios previos
han mostrado la existencia de resistencia a la insulina en el intestino de sujetos obesos
morbidos (Honka y cols., 2013, Makinen y cols., 2015), donde se ha comprobado que el
efecto estimulatorio de la insulina sobre la captacion de glucosa intestinal no se produce

en condiciones de resistencia a la insulina.

Se ha hipotetizado que el efecto de la insulina sobre SREBP-1c podria estar
mediado a través de IRS1. En nuestro estudio hemos encontrado una asociacion positiva
entre los niveles de expresion relativa de SREBP-1c y los niveles de expresion relativa
de IRS1 y pl10BPreviamente ya habia sido descrita en el higadeogide humanos
una asociacion positiva entre la expresion de SREBP-1c e IRS1 (Kohjima y cols.,
2008).

Hasta donde conocemos, no hay estudios en humanos que evallen el efecto de la
glucosa e insulina sobre los niveles de expresion de ARNm de IRSLyg83.0pen
el intestino. En las incubaciones con glucosa y/o insulina, hemos encontrado que los
niveles de expresion relativa de IRS1 no se han visto afectados por las distintas
condiciones de incubacion, mientras que los niveles de expresion relativa dg p85a
pl10pB se vieron incrementados de forma significativasndoase incubaron con altas
concentraciones de glucosa+insulina, al igual que la relacion/pd8®fi Estudios
realizados en adipocitos de ratas muestran que condiciones de incubacion con alta

concentracién de glucosa e insulina disminuye los niveles de proteina de IRS1, pero

188



Discusién

este efecto no se ve cuando los niveles de glucosa son bajos (Buren y cols., 2003). En
estos estudios, la disminucion de los niveles de IRS1 se ha visto tras un periodo de
incubacién de 24h, no siendo detectado en las primeras horas de incubacion. Hay que
reseflar que en nuestro estudio las IECs fueron incubadas durante un periodo de tres
horas, tiempo en el cual no hemos encontrado efecto alguno sobre los niveles de
expresion de ARNm de IRS1.

En tejidos muy vascularizados, como es el caso del higado, se ha propuesto la
existencia de un mecanismo de resistencia a la insulina selectiva, donde la insulina no es
capaz de suprimir la produccion de glucosa pero sin embargo continta promoviendo la
sintesis de lipidos (Brown y Goldstein, 2008, Laplante y Sabatini, 2010). Esta
resistencia a la insulina selectiva propone que hay un punto en la ruta de la sefalizacion
de la insulina en el cual la regulacion de la lipogénesis y la gluconeogénesis divergen,
teniendo estas dos rutas distinta sensibilidad a la accion de la insulina. Los intentos para
resolver los mecanismos por los cuales el contenido de triglicéridos aumenta
paradojicamente en el higado en situaciones de resistencia a la insulina se han centrado
en la regulacion de la lipogéneslis novo por parte de SREBP-1c (Brown y Goldstein,
1997, Shimomura y cols., 1997). Evidencias de la importancia de la lipogéeesiso
en la sintesis de triglicéridos en el higado en resistencia a la insulina se ha puesto de
manifiesto en el aumento de la lipogénests novo en el higado en humanos con
resistencia a la insulina (Schwarz y cols., 2003). Se ha hipotetizado la existencia de un
punto en el cual la cascada de sefializacion de la insulina separa su efecto anabdlico en
una ruta que controla la gluconeogénesis y otra la lipogédesisovo. En nuestro
estudio no hemos encontrato un incremento en los niveles de expresion de los genes
implicados en la lipogéneside novo, aunque estudios previos realizados tanto en
humanos como en modelos animales con resistencia a la insulina (Couture y cols., 2014,
Haidari y cols., 2002) han descrito un incremento en la lipogédesisovo a nivel
intestinal medida por la incorporacion de acetato marcado. Posteriores estudios serian
necesarios para comprobar si el intestino también muestra esta resistencia selectiva a la

insulina.

Nuestros resultados muestran un incremento en los niveles de expresion de

ARNmM de IRS1, p85wy pl10Ben las IECs incubadas con altas dosis de leptma, e
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comparacion con los incubados con una dosis baja. Sin embargo, hasta donde
conocemos, no hay ningun estudio que evalle el efecto directo de la leptina sobre los
niveles de expresion de los genes implicados en la sefializaciébn de la insulina en
enterocitos. Tanto la leptina como la insulina comparten via de sefializacion a traves de
IRS1 y PI3K. Sin embargo, aunque los resultados obtenidos en las incubaciones con
altas dosis de insulina o leptina son parecidos, no son exactamente iguales, sobre todo a
nivel de IRS1. Esto nos estaria indicando que puede existir un mecanismo regulador de
la expresion de IRS1 por parte de la leptina, independientemente del posible efecto de la
insulina. Esto podria explicar el incremento de los niveles de IRS1 observado en los
obesos morbidos con alta resistencia a la insulina. Diversos estudios han sefialado que el
proceso de sefializacion que media el efecto directo de la leptina interacciona en
diversos puntos con los mecanismo de transduccion de la sefal de la insulina (Cohen y
cols., 1996, Szanto y Kahn, 200&n células HepG2 tratadas con concentraciones de
leptina circulantes similares a las que se encuentran en pacientes obesos, se ha
comprobado que no hay un efecto aditivo sobre esta via de sefializacion cuando las
células fueron tratadas con leptina e insulina (Cohen y cols., 1996). Otros estudios
muestran alteraciones en la accion de la insulina tras un tratamiento con leptina en
hepatocitos de rata (Muller y cols., 1997), en la lineas celulares hepéticas humanas
(Cohen y cols., 1996) y en la linea celular L6 de rata (Sweeney y cols., 2001). Estudios
realizadosin vivo en ratas han puesto de manifiesto que el tratamiento cronico con
leptina altera la via de sefalizacion de la insulina en el higado. Tanto la leptina como la
insulina provocan un aumento de la asociacion de IRS1 con p85, la subunidad
reguladora de PI3K, pero con el tratamiento crénico de leptina, tanto la accion de la
leptina como la insulina sobre la asociacion de IRS1 con p85 desaparecio (Benomar y
cols., 2005).
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Conclusiones

6.1.1 Lipogénesisde novo y sintesis de quilomicrones

> Los niveles de quilomicrones en suero son mayores en los pacientes obesos
morbidos con alta resistencia a la insulina y en los medicados con

metformina.

» En los obesos moérbidos con alta resistencia a la insulina y en los medicados
con metformina, el nivel de triglicéridos en suero fue mayor mientras que el

contenido de triglicéridos en el yeyuno fue menor.

> El yeyuno de obesos morbidos con alta resistencia a la insulina presenta una
disminucién de la expresion de genes involucrados en la sideesigvode
acidos grasos, y un incremento en la expresion de los genes implicados en la

sintesis de acetil-CoA y lipoproteinas.

» El tratamiento con metformina mejora los niveles de expresion de muchos de
estos genes hasta el punto de que desaparecen las diferencias significativas

con respecto a los obesos moérbidos con baja resistencia a la insulina.

> En las IECs de obesos morbidos con baja resistencia a la insulina incubadas
con alta dosis de glucosa e insulina, situacion similar al estado postprandial,
se produjo un incremento en los niveles de expresion de genes relacionados

con la sintesis de lipoproteinas intestinales.

» En estas mismas condiciones de incubacion de las IECs, un incremento en la
lipogénesigde novo podria estar provocado por el aumento en los niveles de
expresion relativa de ACC1 y PDHB vy del factor de transcripcion regulador

de la lipogénesis SREBP-1c.
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6.1.2 Glucogenogénesis

» En los obesos moérbidos con alta resistencia a la insulina, los niveles de
expresion relativa de los genes que participan en la gluconeogénesis intestinal
(GLS, PEPCK y G6Pasa) se encuentran elevados.

> El tratamiento con metformina disminuye ligeramente este incremento,

siendo mas acusado en el caso de la PEPCK.

» SREBP-1c, ademéas de ser un importante factor de regulacion de la
lipogénesis, podria participar en la regulacién del metabolismo de la glucosa

al correlacionar con los niveles de expresion de ARNm de PEPCK y G6Pasa.

> En las IECs de obesos mérbidos con baja resistencia a la insulina incubadas
con alta dosis de glucosa e insulina, situacion similar al estado postprandial,
los niveles de expresion relativa de GLS y FBPasa disminuyeron mientras
qgue los de PEPCK aumentaron, lo que pone de manifiesto la regulacién de la

gluconeogénesis por parte de la glucosa e insulina.

> La leptina, en concentraciones similares a las que encontramos en pacientes
obesos morbidos con alta resistencia a la insulina, produce un incremento en
los niveles de expresion de genes implicados en la gluconeogénesis, lo cual

puede contribuir al incremento de la produccion enddgena de glucosa.
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6.1.3 Cascada de senalizacion de la insulina

> Los niveles de expresion relativa de IRS-1 y p148f sido mayores en los

pacientes obesos morbidos con alta resistencia a la insulina.

> Los niveles de expresion relativa de IRS1 no se han visto afectados por las
distintas condiciones de incubacion de glucosa y/o insulina, mientras que los
niveles de expresion relativa de p83%u pll0f asi como la relacion
p85dp110PBse vieron incrementados de forma significativasxdodas IECs
se incubaron con altas concentraciones de glucosa e insulina, condiciones de

incubacién similares al estado postprandial.

» La incubacion de IECs con dosis de leptina similares a las que se encuentran
en los obesos morbidos con alta resistencia a la insulina produjo un
incremento en los niveles de expresion de ARNm de IRS1, pg5bl0f
pudiendo asi la leptina alterar la via de sefializacién de insulina en las IECs.

> Este efecto de altas concentraciones de leptina sobre la via de sefalizacion de
la insulina podria explicar el incremento de los niveles de expresion relativa
de IRS1 y pl10fbservado en los obesos morbidos con alta resiatana

insulina.
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Anexo
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Martinez G, Garcia Escobar E, Garcia Arnés J, Gallego Perales JL, Delgado V, Garcia
Fuentes E. Jejunal Wall triglyceride concentration of morbidly obese persons is lower in
those with type 2 diabetes mellitus. J Lipid R#%10; 51: 3516-3523.

Gutiérrez Repiso C, Rodriguez Pacheco F, Garcia Arnés J, Valdés S, Gonzalo
M, Soriguer F, Moreno Ruiz FJ, Rodriguez Carfete A, Gallego Perales JL, Alcain
Martinez G, Vazquez Pedrefio L, Garcia Serrano S, Garcia Fuentes E. The expression of
genes involved in the jejunal de novo lipogenesis and lipoproteins synthesis is altered in
morbidly obese subjects with high insulin resistann@b invest(14-0675-RA) (2015,

en revision).

Gutiérrez Repiso C, Garcia Serrano S, Soriguer F, Rodriguez Pacheco F, Garcia
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involved in the jejunal gluconeogenesis and insulin signaling is altered in morbidly
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