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RESUMEN: Numerosas hipoétesis se invocan para explicar el efecto beneficioso sobre el metabolismo glucidico tras la cirugia
bariatrica. Algunos autores abogan por la secrecién y liberacion de distintas sustancias con funciones endocrinas (eas@rdhamon
de las sustancias més sefialadas como efector, con efectos contrastados pero datos controvertidos, es el GLP-1. Nsest@iestudio
en ratas Wistar macho sanas, para evitar la ausencia de factores de confusion como son la DMT2 y la obesidad. Parapardeer el m
adaptacion a la secrecion de GLP-1 tras la cirugia, se designaron 5 grupos: dos grupos control (de ayuno y de estigy duasirgico
grupos quirdrgicos (gastrectomia vertical, reseccion del 50 % del intestino medio y el Bypass gastrico con montaje en).Y de Roux
Después de tres meses se estudiaron mediante técnicas inmunohistoquimicas el patrén de sintesis de GLP-1 en lasatissrdak porci
intestino delgado. También se estudid la expresion de los receptores de membrana en las células de los islotes partrséiticps. Se
la existencia de un significativo aumento del numero de células secretoras en ileon, duodeno y yeyuno en los gruposdguirtrgicos
técnicas mixtas (RYGB) y malabsortivas (RI50). Igualmente se observd una elevacion de los receptores pancreéticos en las mismas
técnicas frente a los controles. Nuestros datos indican que la secrecion intestinal de GLP-1 y su sensibilidad a nivalspastéareat
aumentada, como efecto adaptativo a la agresion mecanica del tubo y a la alteracion del flujo de nutrientes tras la cirugia.

PALABRAS CLAVE: Pancreas; Diabetes; Bariatric-surgery; Insulin-Secreting-Cells; Enterohormonas.

INTRODUCTION

La cirugia bariatrica (CB) ha abierto un nuevo camintentan dilucidar los mecanismos intimos que llevan a esta
po en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)esolucion de la DMT2 tras CB. Si bien parece claro que el
gracias a la remision de un porcentaje importante de paciefe central gira en torno al triangulo conformado por el tubo
tes intervenidos por obesidad (Pogeal, 1995; Buchwald digestivo, el pancreas y los tejidos periféricos que gestio-
et al, 2009). Bajo el nombre de CB se agrupan distintagn la resistencia periférica a la insulina (higado, grasa
entidades con distintas afectaciones anatomico-funcionalésceral y misculo), no esta en absoluto claro cuéles son los
y distintos resultados en la resolucion de la DMT2 (dagentes implicados en la regulacion de las interacciones entre
Gordejueleet al, 2011; Mingroneet al, 2012). Dentro de estos tres vértices (Yousseifal, 2014; Pennegt al, 2015).
estas cabe destacar la gastrectomia vertical (GV) como tRiermerosos estudios apuntan a determinadas
nica restrictiva y el Bypass gastrico en Y de Roux (RYBGInterohormonas, que secretadas por distintas porciones del
como técnica mixta (con componente restrictivo yubo digestivo, poseen implicaciones metabdlicas a todos
malabsortivo). los niveles organicos. Uno de los efectores més invocado es

el caso del Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), secretado por

Se han publicado numerosos estudios relativos, taas células L del ileon. Se le atribuye la capacidad de esti-
to en humanos como en animales de experimentacion, guelar la proliferacion de las células b en el pancreas y au-
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mentar la secrecion de insulina por parte de estag{bly  una pequefia laparotomia media de unos 2-3 cm en el tercio
2011; Yabe & Seino, 2011). Asi como de reducir la sensibiredio de la linea media abdominal, la evisceracién de todas
lidad a la misma en los tejidos periféricos e higado (Tian las asas de intestino delgado y seccion transversal completa
Jin, 2016). Por esto se le ha considerado un elemento clavavel de intestino medio sin reseccién del mismo. La anasto-
en la resolucién de la DMT2, dado que actla sobre los dossis de las asas se hizo termino-terminal, con puntos suel-
elementos patogénicos de la misma: la resistencia periférioa (Vicryl® 4/0). Las asas de intestino se reintrodujeron y
y el dafo sobre la célula b. se cerro la pared abdominal en un solo plano (Vicryl® 3/0)
(Pérez-Aranat al, 2015; Camacho-Ramiret al., 2017).
Sin embargo, este papel del GLP-1 no esta comple-
tamente aceptado. Otros autores han mostrado en modé&aogpos experimentalesEn el grupo (RI50) se realizaron
Knockout para GLP-1, la resolucion de DMT2 tras la realles pasos descritos para el grupo (SHAM) y una vez ex-
zacion de RYGB (Mokadewt al, 2013). Asi mismo, estu- puestas las asas del intestino delgado se midio la distancia
dios realizados en ratones Knockout para el gen del recepire la flexura duodenoyeyunal (angulo de Treitz) y la papila
tor pancreatico del GLP-1 (GLP-1r), mostraron ausencia deal (valvula ileocecal). Se resect 50 % de intestino delga-
modificaciones en relacion a la cirugia de GV (Wilson-Pérefo, preservando el 25 % del intestino delgado distal a la
et al, 2013). flexura duodenoyeyunal y el 25 % proximal a la papila ileal.
El resto del procedimiento se realiz6 de manera idéntica.
Nuestro estudio pretende ahondar en el conocimieBn el grupo RYBG tras laparotomia media, se realizé una
to sobre el GLP-1. Utilizando un modelo de roedor saneyisceracion y una seccion transversa del estbmago con ti-
nos centramos en la determinacion de las zonas de sefgmas, previa aplicacion de clamps atrauméaticos entre las
cion de GLP-1 en el intestino, tras la realizacion de técnicagrvaturas mayor a menor. Se cerré mediante sutura conti-
de CB. Por otro lado, determinamos la sensibilidad a estaa (Prolene® 4/0), menos 0.5 cm para restablecer la conti-
enterohormona en la poblacion celular b pancreética, a traidad al asa alimentaria. La seccién transversa del yeyuno,
vés de la expresion de su receptor (GLP-1r). El proposito@40 cm distal a la flexura duodenoyeyunal, se anastomosoé
comprobar los cambios que se producen en este @j@emanente gastrico superior. La continuidad del tubo di-
enteropancredtico tras dos variantes de CB (la GV y géstivo se configurd con la anastomosis entre el asa
RYBG) y una tercera técnica experimental malabsortiva gaémentaria (10 cm de longitud desde la anastomosis gastro-
implica la reseccion del 50 % del intestino delgado (R150yeyunal) con el asa biliar, mediante anastomosis termino-
lateral (Prolene®4/0). El resto del procedimiento se realizo
de manera idéntica que en el grupo anterior.
MATERIAL Y METODO
El grupo GV se realizé una laparotomia media, la
gastrolisis del omento menor y la seccién entre ligaduras
Animales. El mantenimiento, estabulacion, los procedimierdel ligamento gastro-esplénico. Para la reseccion de la cur-
tos quirdrgicos y sacrificio de los animales se realizaron ceatura mayor se aplicé una pinza curva atraumatica
la aprobacion del comité de ética para animales de expeniglobando todo el estdmago. Se preservé tanto el piloro
mentacion de la Universidad de Cadiz, Espafia. Los anintamo el cardias (unidon esofago-géstrica), resecandose la
les se mantuvieron bajo condiciones normalizadas, en mmrayor parte del fundus gastrico, cuerpo gastrico, curvatura
ambiente controlado (21 °C, con ciclos de luz, disposicidnayor y antro pilérico. Se realiz6 una gastrorrafia para la
de agua y dieta estandar ad libitum). Para el estudio se ugistanqueidad completa del estbmago. Los Gltimos pasos de
zaron ratas Wistar macho de 250 g divididas aleatoriamefdantervencion fueron comunes a los otros grupos (Pérez-
en cinco grupos (n=6): un control de ayuno (CA); un corranaet al, 2015; Camacho-Ramirez al).
trol quirdrgico (SHAM); la reseccion intestinal del 50 %
(RI50); Bypass Géastrico en Y de Roux (RYBG) ySacrificio, extraccién y procesamiento de muestras.

gastrectomia vertical (GV). Transcurridas 12 semanas desde la intervencion se procedié
a realizar el sacrificio de los animales. Se llevd a cabo con
Procedimientos quirdrgicos. hidrato de cloral intraperitoneal. Tras prefijacion, se proce-

di6 a la extraccidn del pancreas y porciones de tubo digesti-
Grupos controles.En el grupo (CA) los animales se somevo (antro pilérico, duodeno, yeyuno e ileon). La postfijacion
tieron a un periodo de ayuno de 24 h pre- y post-quirdrgicge hizo por inmersién en solucién de Bouin a 4 °C durante
igual al que se sometieron a los demds grupos. En el cas@d. Las piezas obtenidas fueron deshidratadas e incluidas
los animales del grupo (SHAM), tras la induccion anestésiea parafina, para ser después cortadas en un micrétomo en
con Isofluorano (Isoflo, Abbott 571329.8) se llevé a cabsecciones de 8 a 10n.
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Estudio mediante inmunofluorescencia de la exprt [ , :
sion de GLP-1 en tubo digestivo. Cortes de tejido intestin L4 | x .
procedente de los tres segmentos de intestino delgado. _og
todos los grupos estudiados, fueron rehidratado 2
permeabilizados e incubados con un anticuerpo primai g %°
anti-GLP-1 de ratén, (Abcam, Cambridge, CB4 UK) 12 h = 04
4 °C. Posteriormente los cortes fueron revelados con un . £
ticuerpo secundario anti IgG de ratdén conjugado con |
fluoréforo Alexa, 488 (Molecular Probes Inc Eugene, USA
Los nucleos celulares fueron tefiidos con 4”-6"Diamino fer ¢
indol (DAPI). Las muestras obtenidas fueron valoradas p ~ 01
un solo observador, con un microscopio de fluorescenc ;
equipado con una camara digital (Olympus DP71), asoc A SHAM RYBG RISO GV
da con el software Cell‘D Se analizaron 8 cuadrantes efFig. 1. Representamos en el eje de ordenadas el nimero de células
cada punto a estudio, expresandose el resultado como énlel duodeno GLP-1 positivas/rhexpresadas como valores me-

mero de células GLP-1 positivas/rhde superficie de tubo dios + e.e.m, para cada uno de los cinco grupos a estudio, repre-
digestivo. sentados en el eje de abscisas. Se aprecian diferencias significati-
vas entre ambos grupos control CAy Sham y los grupos RYGB y
RI50. (0,21+0,04; 0,23+0,04 Vs 0,54 +0,10; 0,40+0,03) para

um
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Estudio de expresion de GLP-1r en pancreatos cortes <0.05
de pancreas de cada uno de los grupos fueron rehidratagog,’ :

permeabilizados e incubados con un anticuerpo IgG frente . . . .
GLP-1r de conejo (Abcam, Cambridge, CB4 OFL UK) encias significativas entre ambos grupos control CAy Sham.

tefiidos con un anticuerpo de ratén IgG anti-insulina (Sigm ? eltc_;aso dellz\:jlggdeg%g%demols o,bserva(; |n0f(|er’lneng>fslg—
Aldrich, 1-2018 USA), 12 h a 4 °C. Posteriormente contr ! |ca_;yos/enrﬁ y ; ebn €l numero ?c?clszas sh i
los anticuerpos primaros, se usaron anticuerpos anti IgG ROSItiVas/MMrespecto a amoos grupos contro y-=ham

conejo y anti IgG de ratén conjugados con fluoréforos Alex 9. 1). En Ie} expresion de células GLP-1 en el yeyuno el
idcremento significativo respecto a ambos grupos control

546 y Alexa 488 (Molecular Probes Inc Eugene, USA). Lo
yAex ( N U9 ) Ay Sham solo aparece en el grupo RYGB. Los valores

nacleos celulares fueron tefiidos con 4°-6"Diamino-fenils . )
representados para el grupo RI150 son referidos al estudio de

indol (DAPI). Las muestras obtenidas fueron valoradas pPef C imal | 6 (Fig. 2

un solo observador con un microscopio de fIuorescencia""yporcIon proximal remanente tras la reseccion (Fig. 2).
camara digital (Olympus DP71), asociada con el softwa *
Cell-D®. Se analizaron 15 islotes pancreéticos al azar o * ;
cada punto a estudio, expresandose el resultado como ~ **
mero de células b positivas/GLP-1r positivasfnisiote

pancreético.
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Estudio estadisticoLos datos obtenidos tras el andlisis es
tadistico de los resultados se expresan como valores mel
+eem de las mediciones realizadas en n=6 animales por ¢
po. Las comparaciones entre los distintos grupos fueron r
lizadas mediante el test ANOVA, considerandose difere
cias significativas aquellas con P<0,05. Para el estudio
utilizé el paquete informatico SPSS version 24.0.
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Fig 2. Representamos en el eje de ordenadas el nimero de células

en el yeyuno GLP-1 positivas/mmxpresadas como valores me-

dios + e.e.m para cada uno de los 5 grupos a estudio representados

RESULTADOS en el eje de abscisas. Se aprecian diferencias significativas entre
ambos grupos control CAy Sham y el grupo RYGB. (0,25+0,12;
0,21 +0,03, Vs 0,41+0,09) para P<0,05.

Expresion de GLP-1 en el tubo digestivd.os datos obte-

nidos del estudio de la expresion de GLP-1 enlamucosadel En el ileon se registran incrementos significativos

intestino delgado se encuentran representados para los delsnimero de células GLP-1 positivas/fmespecto a am-

segmentos intestinales estudiados duodeno, yeyuno e iléos grupos control CA y Sham tanto en el grupo RI50 como

(Figs. 1, 2y 3). En ninguno de los casos aparecieron difmn el RYGB (Fig. 3).
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fisiopatoldgicos, en el llamado eje entero-pancreético que
llevan a la resolucion de la DMT2 (Thaler & Cummings,
2009; Batterham & Cummings, 2016).
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En este sentido, numerosos trabajos han realizado de-
terminaciones de los niveles plasmaticos de GLP-1. Obser-
vando la mayoria elevaciones de estos tras la realizacion de
RYGB o GV, coincidentes con mejoras en la tolerancia a la
' glucosa, tanto en humanos como en animales (Chaetbers
, ’_L‘ al., 2014; Yousseiét al). Pero son escasos los estudios que
0 de manera directa analizan la variacién de la secrecion de

CA SHAM RYBG RISO v esta hormona en el mismo tejido secretor tras la realizacion
Fig 3. Representamos en el eje de ordenadas el nimero de céldagste tipo de intervenciones, y ninguno que de forma ex-
en el ileon GLP-1 positivas/nirexpresadas como valores medioshaustiva analice otras zonas del tubo digestivo distintas a su

+ e.e.m para cada uno de los 5 grupos a estudio representados giy@lr de sintesis establecido (ileon).
eje de abscisas. Se aprecian diferencias significativas entre ambos

grupos control CAy Shamy los grupos RYGB y RI50. (0,17+0,04;
0,22+0,04 Vs 0,46 +0,07; 0,55 +0,15) para P<0,05.
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Aun asi, han sido de gran aceptacion algunas teorias

gue proponian como principal motivo para la resolucion de la

DMT2 el incremento de liberacion de GLP-1 exclusivamente

Expresion del GLP-1r en la poblacion celular enelileon, tras lallegada temprana de los nutrientes tras estas

pancreatica Los datos obtenidos del estudio de la expreirugias (Hindgut Hypothesis) (Naushestral, 2013).

sion de receptores para el GLP-1 en las células b de los islo-

tes pancreaticos muestran un incremento significativo en el Los hallazgos obtenidos en el presente estudio nos

nuamero de células b GLP-1r positivas/de islote hacen pensar que estas teorias pueden ser acertadas solo en

pancreatico en el grupo RYGB respecto a ambos grupgsrte. En nuestro estudio observamos que tras la realizacion

control (CA y Sham). Este incremento respecto a los cote RYGB, no solo se incrementa la expresion de GLP-1 en el

troles se acentia mas si cabe en el grupo RI50 (Fig. 4). ileon (Fig. 3), sino que también aparecen incrementos en su
expresion en el yeyuno y en duodeno (Figs. 1y 2). Estos re-

| : — sultados corroborarian el importante papel de GLP-1, acti-
digerir en el ileon como factor desencadenante del incre-

vandose puntos de secrecion alternativos en el tubo digestivo
m ’J—‘ ' mento de la expresion de GLP-1. Mas aun si pensamos en el
CA
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Pero de otro lado cuestionan la llegada temprana de
productos de la digestion o la presencia de elementos sin

[T
=]

ne cel. GLP-1r/ islote pancreatico mm?

[=]

tras la agresion mecanica de la cirugia y, probablemente, tras
las adaptaciones metabdlicas subsiguientes a la misma.
SHAM RYBG RISO v incremento de expresion de GLP-1 en el duodeno de nues-
Fig 4. En esta grafica podemos ver representado en el eje de ordditamodelo tras RYGB, que permanece excluido de dicho
das el nimero de células b GLP-1r positivas/dwislote pancégico ~ transito, por tanto no podrian ser los nutrientes los efectores
expresadas como valores medios + e.e.m, para cada uno de los 5@euese estimulo secretor. También aparece elevado en el
pos a estudio representados en el eje de abscisas. Se aprecian difdgneeno, en los animales sometidos a RI150, en los cuales el

cias significativas entre ambos grupos control CA y Sham y 10s gifansito duodenal es normal (Fig. 1).
pos RYGB y RI50. (48,01+12,65; 54,06 +7,21 Vs 124,45+28,55;

193,73+29,04) para P<0,05y P<0,01 respectivamente. Ante esto cabe pensar en la posibilidad de que GLP-

1 no sea el primer eslabén en una cadena de incretinas que
regulan el eje entero-pancreético. Es posible que la expre-
DISCUSION sion de GLP-1 esté mediada por otras hormonas; y que esta
estuviera estimulada por la llegada temprana de productos
de la digestion o la presencia de elementos sin digerir en el
Tanto el GLP-1 como el PYY —ambos secretados éleon. En este sentido existen trabajos que denotan un au-
las células L del ileon- o la Grelina — en el antro- han sigoento en los niveles postprandiales de PYY, secretado por
involucrados tanto en mecanismos fisioldgicos comlas células L del ileon en pacientes intervenidos de RYGB
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(Chronaiouet al, 2012; Yousseiét al). Este dato podria el PYY atenor de los indicios publicados. En cualquier caso,
sefialarlo como un posible candidato a ser la incretina gueestro trabajo muestra que el GLP-1 ha de jugar un papel
inicie este mecanismo. fundamental en los cambios fisiol6gicos en el eje entero-
pancreético tras la CB.
En el otro extremo del eje entero-pancreético, nos
encontramos también con modificaciones en la sensibilidad
a GLP-1 de la poblacion celular b evidenciamos un increALCKENHEINER-SORIA, J.; BANCALERO-DE LOS RE-
mento significativo de la expresion del receptor para el GLBES, J.; MORENO-ARCINIEGAS, A.; CAMACHO-
1 en los pancreas de los animales sometidos a RYGB y RIBGMIREZ, A.; PRADA-OLIVEIRA, J. A. & PEREZ-ARA-
respecto a sus controles (Fig. 4). Estos datos estarian en Q- G- M- The controversial participation of GLP-1 in the
sonancia con estudios que sefialan incrementos en la p(z? 'siological me_chamsms unchained after bariatric surdety.
., , L , : . Morphol., 37(1)76-81, 2019.
cion de células b tras esta cirugia; asi como la capacidad de
GLP-1 para modular las funciones de la masa b pancreatica  symmARY: Numerous hypotheses are invoked to explain
(Kuboet al, 2016; Camacho-Ramirez al). the beneficial effect on glucose metabolism after bariatric surgery.
Some authors advocate for the secretion and release of various
Analizando este resultado teniendo en cuenta las téobstances with endocrine functions (enterohormones). One of the
nicas quirdrgicas, si nos planteamos que relacion se estapldstances most marked as effector, with contrasting effects but
ce con la porcion de tubo afectado, observamos que gkqptroversial data, is Glucagon-like peptide-1 GLP-1. Our study

incremento del GLP-1r se da en los animales que han Sufips performed in healthy male Wistar rats, to avoid the absence of
&o;nfounding factors such as DMT2 and obesity. In order to know

do un cambio anatomofuncional que conlleva la llegada te . . _

. . . e map of adaptation to GLP-1 secretion after surgery, five groups
prana 0,'9 productos de la dlge_stlon al ileon (RYGB y RISQ), re designated: Two control groups (fasting and surgical stress);
excluyéndose el grupo sometido a GV. Esto nos lleva a pefyy three surgical groups (vertical sleeve gastrectomy, 50 % midgut
sar nuevamente en el PYY, sobre todo a raiz de estudi@section and Roux-en-Y gastric bypass). After three months, the
recientes que ponen de manifiesto su capacidad regulat@igP-1 synthesis pattern was studied by immunohistochemical
de las funciones de las células b humanas o de islotes muritesbniques in the different portions of the small digestive tract.
en cultivo (Kharet al,, 2016). The expression of membrane receptors in pancreatic islet cells was

also studied. There was a significant increase in the number of
factorsecretory cells in ileum, duodenum and jejunum in mixed surgical

Otra posible explicacion a ser el _ -
desencadenante tanto del incremento de la expresion de G{P.C2) and malabsorptive (RI50) groups. An elevation of
ancreatic receptors was also observed in the same techniques

1eneltubo (_jlgestlvo como'd.el aument'o dela senS|b|I|d_a§ inst controls. Our data indicated that intestinal secretion of GLP-
este en los islotes pancreaticos podria ser el denomingd@,q its sensitivity to the pancreatic level were increased, both to
factor anti-incretina (Rubino & Marescaux, 2004). Este fagm adaptive effect to the mechanical aggression of the digestive
tor fue propuesto por algunos trabajos como responsabletalge and to the alteration of nutrient flow after surgery.

la mejora del metabolismo de la glucosa tras la realizacion

de RYGB en ratas y humanos, debido a la exclusion del

duodeno y yeyuno proximal al paso de los nutrientes (Rubino ~ KEY WORDS: Pancreas: Diabetes; Bariatric-surgery;
et al, 2006; Pachecet al, 2007). Insulin-Secreting Cells; Enterohormones.

No obstante, si atendemos a los resultados mostra- .
dos, el incremento de sintesis de GLP-1y de GLP-1r enPelI:'FERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
pancreas que aparece en el grupo RI50, que no presenta di-
cha exclusion a dichos nutrientes (Figs. 1y 4). Lo que n

S
“ L L gatterham, R. L. & Cummings, D. E. Mechanisms of diabetes improvement
hace dudar acerca de este “factor anti-incretina”.
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