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RESUMEN

UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ
PROGRAMA DE DOCTORADO
ANATOMIA QUIRURGICA Y APLICATIVA

TITULO: CIRUGIA DE LA DIABETES MELLITUS TIPO 2 NO ASOCIADA A
OBESIDAD. ESTUDIO DE UNA NUEVA TECNICA QUIRURGICA.
REPERCUSION EN EL METABOLISMO GLUCIDICO EN UN MODELO
ANIMAL.

Antecedentes: la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) representa el 90-95% de
todos los casos de diabetes y es una epidemia creciente en el mundo
occidental. Tanto su etiologia como su fisiopatologia son un enigma y ello
hace que su tratamiento sea dificil. De hecho las modalidades terapéuticas
convencionales sdlo logran controlar los niveles glucémicos y ralentizar su
progresion, pero la enfermedad sigue su curso con el dafio a érganos
diana debido a alteraciones en la micro y macrovasculatura. En la década
de los noventa empiezan a destacar una serie de trabajos sobre cirugia
baridtrica que informan de la mejoria y hasta de remisién de la DM2 en
pacientes obesos sometidos a diferentes técnicas quirdrgicas. Hoy en dia
nadie discute las indicaciones de la cirugia en la DM2 en el paciente obeso.
Sin embargo en los ultimos afios el punto de mira de los estudios se esta
ampliando a los pacientes no obesos que sufren de DM2. Y en este
apartado es donde existe gran controversia y donde todavia hacen falta
muchos trabajos de investigacion, para establecer conclusiones.

Objetivo: evaluar el efecto Exclusion Duodenal sobre el metabolismo
glucidico y la pérdida de peso en un modelo animal sin obesidad (rata
Goto Kakizaki).

Materiales y métodos: se utilizd un modelo experimental animal roedor

en dos fases: Fase | para validar técnicamente la cirugia de Exclusion
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Duodenal. Esta fase se realizé en rata Wistar. Fase |l para evaluar la
efectividad de la cirugia en mejorar los parametros glucidicos, se realizo la
cirugia en la rata Goto Kakizaki. En esta ultima fase se valoraron los
cambios en las diferentes variables seroldgicas implicadas en el
metabolismo de la glucosa (Péptido C, insulina, glucagén, Glucemia, PYY,
GLP-1y GIP.) asi como cambios a nivel histolégico en el pancreas.
Resultados: disminucion de los niveles de glucemia sin afectar la masa
corporal. Regulacién de los valores de insulina plasmaticos corrigiendo el
estado de hiperinsulinimo caracteristico de la DM2. El GLP-1 mostré
aumento de sus concentraciones en las ratas operadas con exclusion
duodenal. Histolégicamente se evidencid un aumento en el nimero de
islotes de Langerhans que al ser analizados con inmunohistoquimica
objetivaron un aumento de células B productoras de insulina.

Conclusidn: se han obtenido datos que apoyan la teoria de la Exclusién
Duodenal como factor relevante para alterar sefiales en el sistema neuro-
entero-insular, que suscitan cambios metabadlicos en los sujetos diabéticos
no obesos.

Palabras clave: cirugia baridtrica, cirugia metabdlica, cirugia de la

diabetes.

Técnica Quirurgica Experimental Desarrollada:

Exclusion Duodenal a través de bypass gastro-intestinal de una sola
anastomosis en asa omega. Preservacion de cdmara gdstrica y con
variante de tubo reverso gdstrico como elemento anti-reflujo biliar. (De

ahora en adelante: Exclusion Duodenal)



LISTADO DE ABREVIATURAS

>

>

AA: Asa alimentaria.

AB: Asa biliopancreadtica (o aferente)

AC: Asa comun (o eferente)

Ac: anticuerpo.

ADA: Asociacion Americana de Diabetes.

ADN: Acido desoxi-ribonucleico.

ADVANCE: Action in Diabetes and Vascular Disease Evaluation Trial.
Ag: antigeno.

AGL: acidos grasos libres.

AMPc: Monofosfato de adenosina ciclico.

Apo A: Apolipoproteina A — cadena peptidica asociada al
metabolismo graso.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ATP: Adenosin trifosfato

BAGUA: Bypass Gastrico de una sola anastomosis.

BG: Bypass gastrico.

Células R: células B pancreaticas productora de insulina.
CD: Cruce duodenal.

CEL: lipasa carboxilo-éster

DBP: Derivacion biliopancreatica.

DDCT: Diabetes Control and Complication Trial.

DJB: duodeno-yeyuno bypass +/- gastrectomia. Cirugia experimental
de la DM2

DM: Diabetes mellitus. DM1 —tipo 1; DM2 —tipo 2.
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DPPIV Inhibidor de la dipeptidil dipeptidasa IV.

E1l: dia embrionario 1. Cada numero sucesivo indica el dia de la
embriogénesis.

EASD: European Association for the Study of Diabetes. Asociacion
Europea para el estudio de la diabetes.

EC: enterocromoafines.

ECV: Enfermedad Cardiovascular.

EF: Estreptavidina-Ficoeritrina.

EIA: Enzimoinmunoanalisis.

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas.

ERGE: enfermedad por reflujo gastroesofagico.

FPIA: Fluoroinmunoanalisis.

GAD: anticuerpos contra Glutamico Acético Decarboxilasa.

GBA: Glucosa Basal Ayunas.

GIP: Polipéptido Inhibidor Gastrico.

GIJB: Gastric-Yeyunal Bypass. Bypass gastroyeyunal con intencion de
Exclusion Duodenal para tratamiento de la DM2.

GK: Goto Kakizaki, modelo de rata diabética tipo 2, no obesa.
GLUT: receptores transportadores de glucosa en las células. Los hay
de diferentes tipos. Los mas conocidos el Glut 2 en la célula By el
Glut 4 en el musculo.

GPL-1: Péptido similar al Glucagon.

GTP: Gastroplastia Tubular Plicada.

GV: Gastrectomia vertical.

GVL: Gastrectomia vertical laparoscopica.

g/dl: gramos/decilitro.
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HbA1lc: hemoglobina glucosilada.

HDL: lipoproteinas de alta densidad. Fraccidn del colesterol de
efecto beneficioso.

HE: Hematoxilina-eosina.

HNF-1a: factor de transcripcion nuclear hepatico 1a o transcripcion
del hepatocito- 1 (TCF1).

HNF-4a: factor de transcripcion nuclear hepatico 4a

HLA: Human leukocyte antigen. Antigenos leucocitarios humanos.
HOMA: Homeostatic model assessment. Modelo para calcular la

reserva de células B, segun indices de insulina funcionante.

IBSR: International Bariatric Surgical Registry. Registro Internacional
de Cirugia Bariatrica.

IA2: Anticuerpo contra tirosina fosfatasa pancreatica.

IAA: anticuerpos anti-insulina.

IAPP: precursor de amilina, proteina similar a la insulina.

IC: Intervalo de Confianza.

ICA: anticuerpos anti-células de los islotes pancreaticos.

IECA: Inhibidor de la Enzima Convertidora de Angiotensina.

IFD: International Federation of Diabetes. Federacién Internacional
de Diabetes.

IGF: Factor de crecimiento insulinico.

IL: Interleukina. Mediador inflamatorio. Dependiendo del nimero,
se relaciona con un tejido diferente. Las mas comunes: IL-1 y 1I-6.
IMC: indice de masa corporal.

RI: insulinoresistencia.

ITG: intolerancia a la Glucosa.
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K+: Potasio.

Kcal: Kilocalorias.

KLF11: factor Krupple-11 implicado en la activacién del promotor de
la insulina.

Kg: Kilogramo.

LADA: Latent Autoinmune Diabetes in Adult. Diabetes Autoinmune
Latente del Adulto.

LDL: Low density lipoprotein. Lipoproteina de baja densidad.
Fraccion del colesterol de efecto altamente perjudicial. Importante
factor de riesgo cardiovascular.

M: molal.

MAfa-MAfb: factores de transcripcién en el desarrollo de células
pancreaticas. Sui siglas vienen del concepto Musculoaponeurotic
Fibrosarcoma oncogene family A o B.

mEq/I: miliequivalentes por litro

mg: miligramos.

MBG: minibypass Gastrico.

mg/cm?: miligramos por centimetro al cuadrado.

mg/dl: miligramos por decilitro.

min: minuto.

ml: mililitro.

mm: milimetro.

mmHg: milimetros de mercurio.

mmol: milimol.

MO: Microscopio Optico.

mol: molar.

-12 -



MODY: Maturity Onset Diabetes of the Young. Diabetes juvenil del
adulto.

Na+: sodio.

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease. Enfermedad hepatica grasa
no asociado a alcohol.

NASH: non-alcoholic steatohepatitis. Esteatosis hepatica no
asociada a alcohol.

ng/ml: nanogramos por mililitro.

ng/dl: nanogramos por decilitro.

Ngn 3: neurogenina 3, factor de transcripcion de las lineas celulares
del pancreas.

Nkx6.1: homeodominio que dirige la diferenciacidn de las células
pluripotenciales en las células 3.

nmol/l: nanomoles por litro.

NO: oxido nitrico.

NOSO2: 6xido nitrico sintetasa en isoforma 2. Enzima que
interacciona con el radical libre del éxido nitrico.

NPY: neuropéptido Y.

Ob/ob: genotipo de ratén modificado genéticamente para
desarrollar obesidad.

OM: Obesidad morbida.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

OXM: Oxintomodulina.

PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno-1. Favorecedor de
la fibrindlisis.

PBS: tampodn fosfato salino.
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Pdx1: factor de transcripcion para la formacion de estructuras en el
pancreas y duodeno.

PEPP: Porcentaje de Exceso de Peso Perdido.

Péptido C: proinsulina.

pg/dl: picogramos por decilitro.

pg/ml: picogramos por mililitro.

POSE - Primary Obesity Surgery Endoluminal. Cirugia Bariatrica
endoluminal.

PP: polipéptido pancreatico.

PTOG: prueba de tolerancia oral a la glucosa.

PYY: Péptido YY — Péptido Tirosin-Tirosina.

RE: Reticulo Endoplasmatico.

RI: Resistencia a la Insulina o Insulinoresistencia.

RIA: Radioinmunoensayo.

rpm: revoluciones por minuto.

SADI: Single Anastomosis Duodeno-Ileal bypass. Bypass duodeno-
ileal de una sola anastomosis.

SEA: Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad Miguel
Hernandez.

SECO: Sociedad Espaiola de Cirugia de la Obesidad.

SED: Sociedad Espafiola de Diabetes.

SEEDO: Sociedad Espafola para el Estudio de la Obesidad.

Sem: semana.

Sham: individuo con intervencion simulada.

SM: Sindrome Metabdlico.

SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa.
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TC: Tomografia computarizada.

Tg: triglicéridos.

TGR: Tubo gastrico reverso.

TI: Trasposicion lleal.

TNFa: Factor de necrosis tumoral a.

TXNIP: tiorredoxina de interaccién. Factor de respuesta inflamatoria
en las células B del pancreas.

Ul: Unidades internacionales.

UKPDS: United Kingdom Prospective Diabetes Study. Estudio
prospectivo sobre la diabetes del Reino Unido.

U/L: Unidades por litro.

VIP: polipéptido intestinal vasoactivo.

VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular.

X: numero de lente de vision al microscopio optico. En este trabajo
los mas usados fueron: 2X, 4X, 10X y 20X.

9C: grados centigrados.

uL: microlitro.

pm: micrometro.

%: Porcentaje.
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INTRODUCCION

La incidencia y prevalencia mundial de la Diabetes Mellitus (DM) estd
aumentando rdpidamente y ello se produce en parte por los cambios
asociados del estilo de vida en el mundo occidental. Estos cambios se
producen probablemente debido a una vida mas sedentaria y a una mayor
ingesta de alimentos con alta carga energética, las cuales conducen a un
estado de obesidad, y bien es conocida la relacién entre obesidad y
diabetes. (1) En el afio 2014, la Federacion Internacional de Diabetes
(International Federation of Diabetes —IDF-) estimdé que mdas de 382
millones de personas conviven con la diabetes en el mundo y que
aproximadamente 4,9 millones de personas mueren a causa de la
misma.(2) Ademas 1 de cada 2 personas no conoce que tiene diabetes.
Estas estimaciones prevén que para el afio 2035 el numero de personas
diabéticas se incremente a 439 millones, lo que representa el 7.7% de la

poblacién adulta del mundo. (Figuras 1y 2)

Figura 1. Prevalencia Mundial de diabetes segun la OMS. Proyeccion para el afio 2025.

La Epidemia de la Diabetes Mellitus

300

250 -|
200 -|
150 -

100 |

Numero (millones)

50 |

0

1997 2000 2010 2025
ANO

Grdfica cortesia de Organizacion Mundial de la Salud (OMS): Prevalence of diabetes.
McCarty & Zimment. 1997. H King et al. 1998.
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Especificamente, la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) representa el 90-95%
de todos los casos de diabetes y es una epidemia creciente que supone
una grave carga sobre los sistemas sanitarios, especialmente en los paises
en vias de desarrollo. En 2014 el gasto en diabetes alcanzé los 612.000
millones de ddlares, dado que 1 de cada 9 pacientes requiere importantes
cuidados sanitarios derivados de esta entidad. El desconocimiento que se
tiene aun de su fisiopatologia y a la cronicidad de la entidad son
elementos que se conjugan para definir a una enfermedad que ataca
silenciosa, pero implacablemente a los afectados. Desafortunadamente,
las modalidades terapéuticas convencionales solamente logran controlar
la diabetes pero no curarla, asi como tampoco evitar el dafo progresivo
en la micro y macrovasculatura, origen de las complicaciones
subsiguientes. Asi la DM2 constituye la principal causa de ceguera,
neuropatia, amputaciones, insuficiencia renal y un factor de riesgo
importante para enfermedades cardiovasculares. (2;3) Ademas, es
conocido que si se suspende el tratamiento médico-farmacoldgico,
invariablemente, aumenta la glucosa en plasma y la enfermedad progresa
mas rapidamente. Todo esto hace que sea prioritario encontrar nuevos
enfoques para tratar de comprender esta enfermedad, de la que
desconocemos muchos matices, y asi poder llegar a combatirla
eficazmente.

Aungue no todos los individuos obesos desarrollan DM2 y no todas las
personas con DM2 son obesas, es evidente que el actual incremento de la
incidencia y prevalencia de la obesidad como entidad patolégica, asocia
también un aumento en la incidencia de la DM2.(3-5) La resistencia a la
insulina (RI) es el factor fundamental en la etiologia de la DM2 asociada a

la obesidad.
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Figura 2. Distribucion de la Incidencia y Prevalencia de la Diabetes a nivel Mundial en
2014, segun ultimas publicaciones de la International Diabetes Federation (IDF).

El tratamiento tradicional de los pacientes con obesidad se basa en un
régimen alimentario que condicione una pérdida de peso, pues al reducir
el volumen de grasa, se produce una mejora de la Rl y por ende de la
glucemia. (3;6) No obstante, la restriccién caldrica es a menudo ineficaz en
la sostenibilidad de la pérdida de peso a largo plazo. Es entonces cuando la

cirugia bariatrica toma protagonismo. (7)

A lo largo de las ultimas décadas diferentes publicaciones (7-9) han
demostrado que la cirugia bariatrica es la mejor opcién para el
tratamiento de la obesidad severa, acompafada de comorbilidades como
la hipertensién, la DM2 o dislipidemias. Por tanto, mas alld del mero
hecho de un Indice de Masa Corporal (IMC) elevado surge el concepto de
Sindrome Metabdlico (SM.) EI SM es una entidad clinica controvertida que

se caracteriza por la presencia de Rl e hiperinsulinismo compensador
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asociados a trastornos del metabolismo hidrocarbonado, cifras elevadas
de presion arterial, alteraciones lipidicas (hipertrigliceridemia, descenso
del HDL, presencia de LDL tipo B, aumento de acidos grasos libres y
lipemia postprandial) y obesidad.(6) Todos estos factores determinan un
incremento de la morbimortalidad de origen ateroesclerético y en
resumen eleva el riesgo de ECV. (10) Dado que las "operaciones de la
obesidad" se traducen en algo mas que la pérdida de peso, es por lo que el

concepto de cirugia bariatrica se amplia a cirugia metabdlica.(11;12)

Sin embargo, aunque los beneficios de la cirugia metabdlica ocurren a
varios niveles en el paciente con obesidad mérbida, un fendmeno llamé la
atencidn sobre el resto. Este fendmeno indicaba que la reduccion de los
niveles de glucemia ocurria a pocos dias de la cirugia. Ademas esta
disminucion de la glucemia se confirmaba con un reajuste a la baja de las
dosis de los medicamentos antidiabéticos en el postoperatorio. Esta
situacidon no podia atribuirse a la pérdida de tejido graso, pues el paciente
aun no habia manifestado esta pérdida de peso alguna que justificara
cambios metabdlicos. (13;14) Por lo tanto, la pérdida de peso por si sola,
no podia explicar la mejoria de la diabetes y establecia que deben existir
otros mecanismos que justificasen este hecho. Este hecho ha dado pie

para plantear el concepto de “Cirugia para la Diabetes”. (15)

Desde entonces, varios estudios experimentales (16-18) apuntan al
reordenamiento intestinal como un mediador primario de Ia
regularizacion de la diabetes posterior a cirugia bariatrica. El mecanismo
que subyace a este cambio en el curso de la DM2, tras las diferentes
opciones de cirugia de la obesidad, se esta estudiando intensamente en la
ultima década. De hecho, han aparecido en escena gran numero de

péptidos y hormonas que se modifican tras la cirugia, que pueden
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justificar la mejoria de la diabetes en estos pacientes. No obstante, aun
no es posible determinar un fendmeno en particular que pueda explicar

esta mejoria.

En parte, la razén de esto radica en que el control de alteraciones del
metabolismo de los alimentos sigue siendo un aspecto multifactorial. De
ahi que intentar responsabilizar de los cambios a un sélo agente se hace
dificil. No obstante, hay aspectos que estdn tomando cierta relevancia. Asi
pues, no son pocos los autores que afirman que la base de estos cambios
se fundamenta en la exclusion del transito de alimentos por el
duodeno.(19;20) Al parecer, los cambios que se generan en las
secreciones gastrointestinal con la Exclusion Duodenal son los que
mejores resultados estan aportando (Teoria del “Foregut”.) (11;21)
Mejores incluso que aquellos que plantean como fundamento un paso
precoz de los alimentos al ileon distal (Teoria del “Hindgut”.) (16)
También existen otras tendencias que sefialan la influencia nerviosa
mediada por el vago y por el eje central hipotalamo-hipofisiario, como
responsables del efecto hipoglucémico de la cirugia. (22) En tanto, otros
estudios sefalan otros protagonistas de estos cambios metabdlicos, tales
como: re-estructuracion del eje entero-insular, la importancia del eje
adipo-insular, el mecanismo dependiente del eje entero-portal, la
alteracion en la neoglucogénesis hepatica, la microbiota intestinal, etc.
Con tantos elementos en juego, es dificil de definir un Unico

responsable.(23;24)

Por otro, lado la participacion de las células B del pancreas en el origen,
desarrollo y cronicidad de la DM2 es determinante en la génesis y
evolucion de la enfermedad. Este hecho se hace trascendental, cuando en

los conceptos clasicos se establecia que la principal diferencia entre la
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diabetes tipo 1 (DM1) y la DM2 era el daio a la célula B caracteristico de la
DM1. Sin embargo, con los resultados obtenidos en estudios(25-28)
recientes se ha logrado establecer que la DM2 no es sélo un problema de
Rl o alteracién de hormonas gastrointestinales, sino también un problema
de la funcién de la célula B, donde probablemente un factor genético
podria activarse impulsado por factores ambientales predominantes en la
sociedad actual, como lo es la obesidad o la ingesta elevada de azucares
refinados. Es por ello que la cirugia de la obesidad esta proporcionando
algunas respuestas y nuevos interrogantes en el estudio de Ia

fisiopatologia de la DM2.

Estas nuevas hipotesis sobre la dindmica de las células B nacen de la
observacion de un fenomeno frecuente en los pacientes operados de
cirugia de obesidad. Tras varias décadas de seguimiento, se evidencié que
tras cirugia bariatrica muchos de los pacientes pasaban a ser
normoglucémicos. No obstante, un grupo reducido de dichos pacientes
tendian a la hipoglucemia con el paso de los afios. En este grupo, es donde
los investigadores estan centrando su atencién pues interpretan que se
haya podido producir alguna regeneracion celular y reactivacion de la
funcionalidad de las células B del pancreas. (29) Asi pues el planteamiento
actual expone que los niveles mantenidos de normoglucemia en el
tiempo, generados tras la cirugia bariatrica, pueden conducir a la

recuperacion de las células B del pancreas. (29;30)

La mayoria de los trabajos de investigacidon en esta area suelen basarse en
el estudio de la DM2 asociada a la obesidad (pacientes con un IMC mayor
de 35 Kg/m2.) No obstante, no son pocos los pacientes diabéticos sin
obesidad que empiezan a demandar soluciones efectivas mas alla de los

tratamientos farmacoldégicos convencionales. Y es que el avance
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implacable de la DM2 hace que personas relativamente jovenes sin
sobrepeso se nieguen simplemente a “controlar” la hiperglucemia a
sabiendas de que el dafio vascular y de los nervios periféricos persiste
pese a controles adecuados de la glucemia.(31) En estos pacientes el
componente hereditario es mucho mas acentuado que el estilo de vida, y
en ellos se plantea una nueva batalla contra la DM2. Esta novedosa vision
plantea que la reorganizacion de la anatomia intestinal puede recuperar
los niveles de normoglucemia y por ende podra mejorar la respuesta de

las células B.(14)

Por consiguiente, no se puede ignorar la oportunidad que ofrece la cirugia
en un momento donde una cura médica no esta disponible aun, y la
incidencia y prevalencia de la DM2 crecen. Es por ello que sigue siendo
fundamental buscar nuevas lineas de investigacion. Con la finalidad de
dar una respuesta oportuna a estos planteamientos, en marzo de 2007 se
organizé la Cumbre de Cirugia para la Diabetes, en Roma.(32) En esta
cumbre participaron mas de 50 expertos representando a mas de 20
importantes sociedades cientificas internacionales y ha sido la primera
conferencia de consenso multidisciplinar en cirugia digestiva para tratar la
DM?2. De este evento surgio la declaracion de consenso que fue publicada
en 2009 y que en Espaia hemos actualizado en un consenso nacional
interdisciplinar en 2013. (33) En ambos consensos se dictan todas las
directrices para la practica clinica y para la investigacion sobre posibles
terapias para la DM2. Después de discutir los datos disponibles en el
momento, los expertos en diabetes reconocieron que faltan aun estudios

experimentales que avalen la programacién de futuros ensayos clinicos.

Sin embargo, debido a que la cirugia es una modalidad terapéutica con

potencial de morbi-mortalidad, la eleccidon de una opcidn quirdrgica para
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el tratamiento de la DM2 debe estar basada en una cuidadosa evaluacion
del riesgo-beneficio. De hecho, hay autores como Salinari, (20) que
enfatizan que el objetivo de los estudios sobre una posible cirugia de la
diabetes va mas alla de establecer una técnica para “curar” la diabetes. Lo
que en realidad se busca es obtener mds datos acerca de la fisiopatologia
de la enfermedad. El campo quirurgico esta generando nuevas areas de
conocimiento, ya que con cada nueva técnica restrictiva o de
reordenamiento intestinal, se favorecen las investigaciones en el area
farmacéutica y de esta manera se abren nuevos caminos para desarrollar

medicamentos antidiabéticos mas eficaces.

Lo que es evidente es que si la cirugia para el tratamiento de la DM2 en
individuos obesos es una indicacion claramente establecida, para
individuos diabéticos sin obesidad no hay recomendaciones dadas fuera
de protocolos experimentales. De hecho, algunos médicos endocrinélogos
se han mostrado claramente renuentes a sugerir cirugia en pacientes sin
obesidad, al margen de su reserva pancreatica o actividad de la insulina,
ya que consideran que la cirugia puede resultar en una pérdida excesiva
de masa corporal y consecuentes problemas derivados de la desnutricidon
o el déficit de nutrientes, vitaminas y minerales. Sin embargo, existe
evidencia en estudios animales (18) y en algunas series clinicas que los
procedimientos como el bypass gastrico no causa una pérdida significativa
de masa corporal cuando se realiza en sujetos con IMC y masa corporal
normal. No obstante, estas dudas razonables han puesto en marcha el
desarrollo de técnicas quirurgicas para la DM2 que no afecten la masa
corporal. Para ello diferentes investigadores alrededor del mundo estan
tratando de ampliar los rangos de IMC, o tomar en cuenta otras

caracteristicas de los pacientes diabéticos a fin de que puedan incluirse un
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mayor nimero de candidatos para participar en futuros ensayos clinicos
en relacion a la cirugia de la diabetes.(34) De hecho, el IMC esta dejando

|H

de ser un criterio “ideal” para evaluar con precisidon el riesgo-beneficio
quirdrgico en los pacientes diabéticos, puesto que cualquier punto de
corte en el IMC no puede distinguir entre los pacientes a los que la cirugia
puede resolver la DM2, de aquellos pacientes en los que la cirugia no seria

eficaz para este propdsito.(35)

Asi mismo, las series clinicas mas grandes muestran de forma consistente
gue los pocos pacientes cuya diabetes no se resuelve, tras cirugia
bariatrica, son aquellos que tipicamente han padecido la enfermedad
durante mucho tiempo (por lo general de 8 a 10 aiios) y requieren mayor
dosis de insulina para mantener el control de la glucemia.(36) Estos
hallazgos sugieren que al final la hiperglucemia mantenida en el tiempo
desencadena una insuficiencia de las células B del pancreas que es
irreversible. En consecuencia, un tratamiento definitivo se debe ofrecer
mas bien de forma temprana durante el transcurso natural de la
enfermedad, a fin de evitar un dafo celular que pueda ser irreparable. Por
lo tanto, la evaluacidén de la reserva pancreatica de células B puede ser
mas apropiada que cualquier corte de IMC para predecir el control

efectivo de la cirugia de la diabetes. (37)

Otro tema adicional que plantear, es el topico de cual seria |la técnica mas
eficaz para el control metabdlico. Y en este punto es probable que una
futura cirugia de la diabetes herede la variabilidad de la cirugia bariatrica
de la cual se deriva. Es evidente que existen una gran numero de técnicas
quirudrgicas para el tratamiento de la obesidad que giran alrededor de los
tres grupos principales de efectos (restrictivas, malabsortivas vy

mixtas).(38) Al margen de la efectividad de cada técnica, esta diversidad
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viene a demostrar que aun no se han podido aclarar los fundamentos
fisiopatoldgicos de los cambios metabdlicos que las variantes anatémicas
suscitan. De ahi que sea especialmente complejo decidir cual es la técnica
“mas adecuada”. Durante afios, el “Gold” Estandar de la cirugia bariatrica
fue el bypass gastrico.(13) Pero en la actualidad no es la cirugia mas
practicada en el mundo, ya que ha sido desbancada por la Gastrectomia
Vertical. Sin embargo, los resultados metabdlicos de una y otra son
diferentes. (39) Escoger una u otra cirugia es una decisién que aun al dia
de hoy es cirujano-dependiente. Sin embargo, para la evolucién de la
ciencia la investigacion en cirugia debe ir mas alla de salvar las dificultades
técnicas de un determinado proceso quirurgico, también debe aportar
nuevos conocimientos en relacion a los mecanismos intestinales,
nerviosos y/o endocrinos que estan implicados tanto en la pérdida de

peso como en el control metabdlico de la diabetes.
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DIABETES MELLITUS

1. CONCEPTO, DEFINICION Y CLASIFICACION:

La Diabetes Mellitus (DM) describe un desorden metabdlico de etiologia
multiple, caracterizado por hiperglucemia crénica con disturbios en el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, que resulta de
trastornos en la secrecion y/o en la accidn de la insulina. (40) Los nuevos
criterios para su diagnodstico y clasificacion fueron desarrollados casi
simultaneamente por un comité de expertos de la Asociacién Americana
de Diabetes (ADA) y por un comité asesor de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS).(1) Su clasificacién se basa fundamentalmente en la
etiologia y caracteristicas fisiopatoldgicas, pero adicionalmente describe la

etapa de su historia natural en la que se encuentra el paciente diabético.
La DM puede clasificarse en tres categorias clinicas:

e DM tipo 1 (DM1): debida a la destruccion de la célula B que conlleva

progresivamente al déficit absoluto de insulina.

e DM tipo 2 (DM2): debida a un déficit progresivo de secrecidn de insulina
sobre la base de una resistencia periférica de los tejidos a la insulina

presente.

e Diabetes gestacional (DG): DM diagnosticada durante el embarazo; no es

una DM claramente manifiesta y no sera desarrollada en nuestro estudio.

Algunos pacientes no pueden clasificarse claramente como DM1 o DM2
porque esta enfermedad exhibe un corolario de manifestaciones clinicas
muy diversas, pero el diagndstico se hace mas claro con el paso del
tiempo. De todas formas, desde finales de los afios 90 se incluye en una

clasificacion, que en si misma no supone hablar de nuevas entidades, sino
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un riesgo aumentado para sufrir DM vy desarrollar Enfermedades
Cardiovasculares. (10) En este orden se incluyen aquellos individuos cuyos
niveles de glucemia no cumplen criterios de DM, pero tampoco pueden
ser considerados normales. Se trata de personas con glucemia basal
alterada (GBA) o con intolerancia a la glucosa (ITG), y para ambos se usa el
término prediabetes. Los individuos con GBA, ITG o HbA1C de 5,7 a 6,4%

deben ser informados del riesgo de desarrollar DM y ECV.(24)

Ademas del concepto de prediabetes como condicion y no enfermedad
hay que hacer alusién a dos tipos de diabetes mellitus que tienen nombre
propio, y que se caracterizan por presentar caracteristicas de la DM1 y la
DM2. Se las cataloga como diabetes de la “zona gris”. (24;41) Entre ellos

estan:

1.1 Diabetes tipo MODY

La diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young o Diabetes
de comportamiento adulto en los jovenes) se define como la diabetes de
caracteristicas de persona adulta pero que se desarrolla en jovenes. Es un
tipo de diabetes que en principio se parece mas a la DM2, porque puede
controlarse sin necesidad de insulina en los primeros anos pero, a
diferencia de la DM2, se presenta a una edad mads temprana (por lo
general por debajo de los 25 afios.)(42) Otra caracteristica de estos
pacientes es que no suelen ser obesos y todos los casos hasta la fecha han
demostrado una deficiencia en funcién de las células B. Desde el punto de
vista estadistico, la diabetes tipo MODY es mucho menos frecuente que la
DM2. De hecho, apenas el 2-5% de los casos de DM2 puede corresponder
a una diabetes MODY sin detectar. (43) En inicio, la respuesta a los
antidiabéticos orales es buena, pero no son pocos los pacientes que ante

la progresion de la enfermedad requieren de insulinoterapia. Las
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manifestaciones clinicas son variadas, ya que su base genética es
heterogénea. Por ahora se han detectado mutaciones en 10 a 12 genes
distintos han sido correlacionadas con el desarrollo de MODY, entre ellos

las siguientes:

MODY1: el factor de transcripcion identificado como el factor nuclear

hepatico- 4a (HNF-4a).
MODY?2: defecto de la glucokinasa pancreatica.

MODY3: alteracion en el factor de transcripcion HNF-1a o transcripcion

del hepatocito- 1 (TCF1).

MODY4: el factor promotor de la insulina-1 factor de transcripcion del
homeodominio (IPF-1). Este gen es mas comunmente conocido como

PDX1 derivado del "homeobox-1" del pancreas y duodeno.

MODY5: mutaciéon en el factor de transcripcion HNF-1B o factor de

transcripcion del hepatocito-2 (TCF2).

MODY6: el factor de transcripcion NeuroD1. Este factor fue inicialmente
identificado como un gen inductor del desarrollo neural. No obstante, se
ha esclarecido que el NeuroD1 promueve la transcripcion del gen de Ia
insulina, asi como algunos genes implicados en la formacion de las células

By partes del sistema nervioso.

MODY?7: la alteracion ocurre en el factor Krupple-11 (KLF11) la proteina es
un factor implicado en la activacion del promotor de la insulina. KLF11 es

un factor de transcripcion de TGF-B-inducible

MODYS8: el gen de la lipasa carboxilo-éster (CEL) que participa en el

metabolismo de los lipidos, es el elemento que se encuentra mutado.

-29.-



1.2 Diabetes tipo LADA

La diabetes LADA es una forma de diabetes autoinmune que afecta a
pacientes adultos (LADA -Latent Autoinmune Diabetes in Adult o Diabetes
Autoinmune Latente del Adulto.) Se caracteriza por la presencia de auto-
anticuerpos positivos contra las células B del pancreas (anticuerpos contra
glutdmico-acético decarboxilasa [GAD] y anticuerpos anti-células de los
islotes [ICA]), anticuerpos anti-insulina [IAA] y/o Anticuerpo contra tirosina
fosfatasa pancredtica [IA2]) con fallo prematuro de la célula B. (44) Por
otro lado, aparece la variedad que presenta muchas similitudes con la
DM1, pero de presentacion en la edad adulta y que conforma un tipo de
diabetes autoinmune reconocida y descrita en los Ultimos afios y que
representa alrededor del 10% de los casos de diabetes no

insulinodependiente de reciente diagndstico.

La diabetes LADA tiene un espectro genético que se asemeja a la DM1
pero metabodlicamente es mas parecida a la DM2. Se admite que la
diabetes LADA es una enfermedad autoinmune con destruccién lenta y
progresiva de las células B. Los factores que influyen en la génesis y
desarrollo de esta variante de DM no estan aun dilucidados. La hipdtesis
mas aceptada explica que el lento inicio y progresion de la enfermedad en
el LADA en comparacion con la DM1 podria resultar de una combinacion
entre una menor susceptibilidad genética para diabetes autoinmune y un
incremento en la protecciéon conferida por los alelos del sistema HLA

protectores junto a una menor influencia ambiental. (45)

Los criterios diagnodsticos de LADA suponen: a) Diagndstico en la edad
adulta (mas frecuente en mayores de 30 anos.) b) Presencia de

anticuerpos circulantes asociados a esta entidad. c) Tratamiento inicial sin
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necesidad de insulina al menos durante los seis primeros meses después

del diagndstico. (44)

El tratamiento de la diabetes LADA responde no sélo a los cambios de
estilo de vida (dieta y ejercicio) sino que por un periodo importante de
tiempo tienen efectividad los hipoglucemiantes. De las opciones
farmacoldgicas el grupo de las tiazolidinedionas podrian ser ventajosa
debido a su accidn insulino-sensibilizadora. Ademads hay evidencia de que
mejoran la funcion secretora de la célula B, a través de su efecto
antiinflamatorio y ello conlleva a ralentizar la destruccion autoinmune de

la masa B pancreatica.(46)

1.3 Diabetes Secundaria

Se considera diabetes secundaria, a toda aquella diabetes que se generan
de una condicidén primaria, que desemboca en el mal funcionamiento del

pancreas o una alteracién en el metabolismo glucidico. Entre ellas estan:

a.- Enfermedad pancreatica: la pancreatectomia es el ejemplo mas claro
de la diabetes secundaria. La fibrosis quistica y la pancreatitis también

pueden conllevar a la destruccion del pancreas.

b.- Enfermedad enddcrina: algunas enfermedades endocrinas pueden
producir hormonas contra-reguladoras que se oponen a la accidén de la
insulina o inhiben su secrecion. Estas hormonas contra-reguladoras son el
glucagodn (glucagonoma), la adrenalina (feocromocitoma), la hormona del
crecimiento (como en la acromegalia) y el cortisol (sindrome de

Cushing).(47)

c.- la diabetes inducida por drogas; el tratamiento con glucocorticoides y

diuréticos pueden interferir con el funcionamiento de la insulina
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d.- La presencia de auto-anticuerpos contra los receptores anti-insulina

(resistencia a la insulina Tipo B)

e.- Mutaciones en el gen del receptor de la insulina resultan en los
sindromes indicados a continuaciéon. Todos los sindromes a causa de las
mutaciones en el gen del receptor de la insulina, comparten dos
caracteristicas clinicas: acantosis nigricans e hiperandrogenismo (el
segundo se observa sélo en las mujeres). Algunos de estos cuadros son: el
Sindrome de Donohue (también denominado Leprachaunismo), y el

sindrome de Rabson-Mendenhall. (52)

f.- Sindromes genéticos que se acompaian de diabetes o intolerancia a la
glucosa. Entre ellos: diabetes lipoatrofica, sindrome de Wolfram, sindrome
de Down, sindrome de Klinefelter (hombres XXY), sindrome de Turner,
distrofia miotdnica, distrofia muscular, enfermedad de Huntington, ataxia
de Friedrich (asociada a la deficiencia de la fosforilasa de nucledtidos de
purina), sindrome de Prader-Willi, sindrome de Werner y el sindrome de

Cockayne.(47;48)

2. DIABETES MELLITUS TIPO 2 — DEFINICION

El desarrollo de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) es debido
principalmente a dos mecanismos patogénicos: (a) un fallo progresivo de
la funcién de las células B de los islotes pancreaticos que provoca una
disminuciéon en la produccién de insulina y (b) una resistencia de los
tejidos periféricos a la insulina. Esta interaccion entre la secrecidon vy
resistencia a la insulina es fundamental para el mantenimiento de niveles
normales de la glucosa que no generen las complicaciones en los drganos

diana.(1;49)
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De esta manera se puede definir la DM2 como un como un conjunto de
alteraciones celulares y metabdlicas que afectan y deterioran Ia
homeostasis de la glucosa. Es una enfermedad progresiva dual,
caracterizada en primer lugar por resistencia a la insulina, pero también
por un fallo progresivo de la funcion de las células B de los islotes

pancreaticos.

Por lo general, la DM2 se desarrolla lentamente con el tiempo. La gran
mayoria de los individuos con esta enfermedad tienen sobrepeso u
obesidad evidente, en el momento del diagndstico. El aumento de la grasa
altera las vias metabdlicas que controlan la insulina. No obstante, esta
enfermedad se vuelve prevalente con la edad, y empieza a ser comun en
personas mayores. Y una de la caracteristica de esta DM2 tardia es que los
pacientes son personas delgadas. Esto pone en evidencia que los
antecedentes familiares y la herencia juegan un papel importante en la

génesis de este sindrome. (2)

En cuanto a las manifestaciones clinicas de la DM2, generalmente los
afectados no presentan sintoma alguno durante varios afos. En esta etapa
pueden incluso no verse alterados los indices de glucemia, sin embargo, el

exceso de glucosa sigue su proceso deletéreo de forma indefectible.

Los sintomas iniciales de la diabetes pueden abarcar: desde la triada

habitualmente conocida de Poliuria, Polidipsia e Hiperfagia hasta

sintomas tan inespecificos como cansancio crénico, fatiga, vision borrosa,
entumecimientos de las extremidades, disfuncion eréctil, infecciones
recurrentes (piel, vejiga) o lesiones dérmicas (tipo Uulceras) que no

cicatrizan.(50)
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3. EPIDEMIOLOGIA

La incidencia y prevalencia mundial de la Diabetes Mellitus estd
aumentando rdapidamente como resultado de los cambios asociados del
estilo de vida en el mundo occidental, dirigidos a una vida mas sedentaria
y asociada estrechamente a la obesidad. Por tanto la diabetes es una
causa importante de morbilidad y mortalidad prematura de forma global.
Representa el 90-95% de todos los casos de diabetes y es una epidemia
creciente que supone una grave carga sobre los sistemas sanitarios,

especialmente en los paises en vias de desarrollo. (1)

Todo esto es debido tanto a la magnitud del problema, como a la
cronicidad de la entidad, que ataca silenciosa pero implacablemente a los
afectados. Desafortunadamente, la etiologia de esta condicion es todavia
un enigma y las modalidades terapéuticas convencionales solamente
logran controlar la glucosa en sangre, pero no logran curarla, dado Ia

heterogeneidad de las manifestaciones clinicas.

En el afio 2014, la Federacién Internacional de Diabetes (International
Federation of Diabetes —IDF-) estimé que mas de 382 millones de
personas conviven con la diabetes en el mundo y que aproximadamente
4,9 millones de personas mueren a causa de la misma. Ademas 1 de cada
2 personas no conoce que tiene diabetes. Estas estimaciones prevén que
para el afio 2035 el numero de personas diabéticas se incremente a 439
millones, lo que representa el 7.7% de la poblacion adulta (de 20 a 79 afios

de edad) del mundo. (2)

La situacion epidemiolégica de la DM2 en Espafia establece una

prevalencia en torno al 6,5% en la poblacién entre 30 y 65 afios, si bien
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puede variar entre el 6% y el 12% en funcion de los distintos estudios,

poblaciones y métodos utilizados para el diagndstico. (51)

La Encuesta Nacional de Salud muestra que entre 1993-2003 Ia
prevalencia de diabetes mellitus a nivel nacional habia subido del 4,1% al
5,9%, con una tasa de mortalidad que oscila entre 12,75 y 30,37 muertes

por cien mil habitantes, segun las distintas Comunidades Autdnomas. (52)

El 75% de los pacientes con diabetes mueren por enfermedad
cardiovascular y existe una prevalencia de insuficiencia renal por
nefropatia que va del 4,8% al 8,4%. Hasta un 20% de los enfermos
diagnosticados de DM2 presentan algun grado de retinopatia al momento
del diagndstico y al menos un 24,1% presenta neuropatia diabética. La
forma mas prevalente de la neuropatia se asocia con la vasculopatia
periférica y se refleja en el aumento de la incidencia de complicaciones
como el pie diabético que supone hasta un 1,4% de las amputaciones en

nuestro pais. (51-53)

4. CRITERIOS DIAGNOSTICOS SEGUN RECOMENDACIONES DE LA
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION (ADA) PARA LA PRACTICA CLINICA EN
EL MANEJO DE LA DIABETES. 2014*

* Extracto de las Guias ADA para el diagndstico, sequimiento y tratamiento de la DM2

2014.(1)

Las ultimas evidencias que han surgido en este campo son recogidas por
un equipo especializado y multidisciplinar que todos los afios en el mes de
enero publican como un suplemento monografico en la revista “Diabetes

Care”. En ellas se incluyen las pautas del diagndstico, seguimiento y
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tratamiento de la diabetes mellitus. A continuacidén se expone un resumen

en base a los datos fundamentales que se tratan en estas guias. (50)

4.1. Criterios Diagndsticos de Diabetes.

En el Cuadro 1 se resumen los criterios para el diagndstico de diabetes.

ﬂ.a hemoglobina glucosilada (HbA1C) 2 6,5%. El andlisis deberd realizarse en un \
laboratorio utilizando un método certificado por el Programa nacional de estandarizacion
de la HbA1C de los Estados Unidos y estandarizado para el estudio sobre el control de la
diabetes y sus complicaciones. (Diabetes Control and Complications Trial — DCCT)

eGlucemia en ayunas en plasma venoso > 126 mg/dl (7,0 mmol/l). El ayuno se define como
la ausencia de ingesta caldrica durante al menos 8 h.

eGlucemia en plasma venoso a las 2 horas > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) durante la prueba de
tolerancia oral a la glucosa (PTOG): la prueba deberd realizarse tal y como lo describe la
OMS, es decir, con una carga de glucosa que contenga el equivalente a 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua.

ePaciente con sintomas cldsicos de hiperglucemia o de crisis hiperglucémica: glucemia al
azar en nlasma venoso > 200 ma/dl (11.1 mmal/I).

Cuadro 1. Criterios Diagndsticos de Diabetes.

4.2. Pruebas para la deteccion de diabetes en pacientes asintomaticos.

- Las pruebas en sujetos asintomaticos para la deteccion de la DM2 y la
evaluacion del riesgo de padecer diabetes en el futuro deberan
considerarse en adultos de cualquier edad, con sobrepeso u obesidad
(IMC menor de 25 Kg/m2) y al menos un factor de riesgo de diabetes
adicional. Los sujetos que no presenten tales factores de riesgo se

analizardn a partir de los 45 afos.

- Si los resultados son normales, las pruebas deberdn repetirse al menos

cada 3 anos.

- Las siguientes pruebas se consideran adecuadas para la deteccion de

diabetes o la evaluacion del riesgo de padecer diabetes en el futuro:
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HbA1C, glucemia en ayunas en plasma venoso o Prueba de Tolerancia Oral

a la Glucosa (PTOG) a las 2 horas con 75 g.

- En aquellos sujetos con un mayor riesgo de padecer diabetes en el
futuro, se deben detectar vy, si procede, tratar otros factores de riesgo de

enfermedad cardiovascular.

4.3. Acerca de la Hemoglobina Glucosilada - HbA1C

e Realizar el analisis de HbA1C al menos dos veces al afo a los pacientes
que cumplan con los objetivos terapéuticos y con control estable de la

glucemia.

e Realizar el andlisis de HbA1C trimestralmente a los pacientes que hayan

cambiado de tratamiento o que no cumplan con los objetivos glucémicos.

e La realizacién del anadlisis de HbA1C en el lugar de asistencia permite
tomar las decisiones oportunas acerca de los cambios de tratamiento

cuando sea necesario.

4.4. Objetivos glucémicos en adultos

A Se ha demostrado que la disminucién del nivel de HbA1C por debajo
o alrededor del 7% reduce las complicaciones microvasculares y
neuropaticas de la DM1 y DM2. Por lo tanto, para prevenir la
enfermedad microvascular, el nivel deseado de HbA1C en pacientes

no embarazadas en general debe ser < 7%.

A En la DM1 y DM2, los estudios controlados aleatorizados sobre el
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control intensivo frente al control estandar de la glucemia no han
demostrado una reduccidn significativa de los resultados respecto a
la enfermedad cardiovascular durante la fase aleatorizada de los
mismos. El seguimiento a largo plazo de las cohortes del estudio
americano DCCT y del Estudio prospectivo sobre la diabetes del
Reino Unido (UKPDS) sugiere que el tratamiento para alcanzar el
objetivo de una HbA1C por debajo o alrededor del 7% en los afios
siguientes al diagndstico de la diabetes esta relacionado con una
reduccion a largo plazo del riesgo de enfermedad macrovascular. El
objetivo general de un valor < 7% parece razonable para disminuir
el riesgo de enfermedad macrovascular de muchos adultos, hasta

gue se encuentren disponibles mas datos al respecto.

Tanto los analisis de los subgrupos de los ensayos clinicos, tales
como el estudio DCCT y el estudio UKPDS, como la reduccién
demostrada de la proteinuria en el ensayo ADVANCE, sugieren un
beneficio discreto a la par que creciente respecto a la enfermedad
microvascular, cuando el nivel de HbA1C se acerca al normal. Por lo
tanto, en el caso de pacientes muy concretos, los profesionales
pueden proponer, de forma razonable, niveles de HbA1C menores
incluso que el nivel objetivo establecido < 7%, en caso de que se
pueda alcanzar sin que aparezca una hipoglucemia significativa u
otros efectos adversos derivados del tratamiento. Entre estos
pacientes pueden incluirse aquellos con diabetes de corta duracidn,
una esperanza de vida prolongada, y sin enfermedad cardiovascular

importante.
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A Por el contrario, un nivel objetivo de HbA1C menos estricto que el
establecido < 7%, puede resultar apropiado para los pacientes con
antecedentes de hipoglucemia severa, esperanza de vida limitada,
complicaciones microvasculares o macrovasculares avanzadas, o
comorbilidad generalizada; y para aquellos que padezcan diabetes
de larga evolucion con dificultad para alcanzar el objetivo
establecido, a pesar de haberles formado en el autocontrol de Ia
diabetes, controlado los niveles de glucosa de forma adecuada, y

aplicado dosis efectivas de multiples agentes hipoglucemiantes.

5. FISIOPATOLOGIA DE LA DM2

La DM2 es una enfermedad multifactorial, donde desgraciadamente en la
actualidad existen muchos factores de su etiopatogenia que aun se
escapan al conocimiento. Cada dia se descubren nuevas vias que pueden
asociarse a la génesis de la enfermedad, pero es poco probable que se
pueda decir que la DM2 tenga un solo agente causal sobre el cual
intervenir para prevenir su aparicion. (54) Ademds los estudios
epidemioldgicos sefialan que mas alla de las variantes genotipicas la
variabilidad de factores asociados al ambiente, sugieren que la naturaleza
heterogénea de la enfermedad. (Figura 1) Algunos de estos elementos o

variables condicionantes se representan en la siguiente tabla (Cuadro 2).

5.1 FACTORES GENETICOS

En la DM2 no existe un modelo genético simple (forma monogénica) que
explique el patrén de herencia. La heredabilidad de la enfermedad bajo un
modelo poligénico se basa en los siguientes caracteres (55):

1.- Tasa de concordancia entre gemelos: en estudios de gemelos ajustados
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por edad se ha observado que el porcentaje de concordancia (o de que
uno de los gemelos desarrolle diabetes cuando el otro la tiene) es del 70 al

80%, cuando son monocigdticos y de un 9% cuando no lo son.

Cuadro 2. . Variables que justifican el origen multifactorial de la DM2.

* Genotipo

* Modo de herencia

* Edad de inicio

* Distribucion geografica

* Factores socioambientales

* Factores culturales o higiénico-dietéticos
* Obesidad

* Comorbilidades

* Resistencia a la insulina

* Forma clinica

* Factores hormonales

2.- Baja penetrancia: cuando un individuo tiene el genotipo de la diabetes

pero baja probabilidad de desarrollarla.

3.- Variacién genética: son diferencias en los genes involucrados en la
DM2, es decir, en algunos individuos los mismos genes, o los mismos
alelos alterados en la enfermedad tienen efectos deletéreos y en otros

individuos efecto protector.

4.- Heterogeneidad genética: mds de un gen puede de manera
independiente causar la DM2. Cuando existe una mutacion con mayor
efecto, las familias presentan un patrén de herencia especifico. Asi mismo,
se presenta herencia materna cuando el gen para el ARN transcriptor de
leucina, codificado en el ADN mitocondrial estd mutado. En cambio,
cuando la mutacién tiene efecto leve, no se presenta el patron de
herencia simple sino que la DM2 viene a ser la accion combinada de varias

mutaciones en un gen, o varios genes afectados.
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5.- Impronta gendmica: en ciertos genes los alelos pueden ser marcados
de tal manera que se expresen o no dependiendo de si fue heredado del
padre o de la madre. Esta modificacion en la expresion del gen

involucrado es temporal y se produce en periodos criticos del desarrollo

embrionario.
Decreased incratin effect

Islet 8 cell
Impaired

Istet el insulin
secretion

SRR S

glucagon

secretion

Increased hepatic glucose
production

Neurotransmitter
dysfunction

Figura. 1. Mecanismos intrinsecos que conducen al desarrollo de hiperglucemia como

base de la DM2. Cortesia de Tahrani AA. Lancet 2011; 378: 18(55)

6.- Edad de inicio variable: no es un factor determinante pero si
influyente. En algunos estudios se ha visto que si uno de los padres tiene
historial de DM1 o tipo MODY vy el otro padre o una rama ascendente en
esa linea unifamiliar con DM2, la probabilidad de DM en el recién nacido

es muy alta.
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7.- En general, se requiere que exista secrecion alterada de la insulina y
resistencia a la insulina asociado o no a la disminucidon en la sintesis
oxidativa de glucogeno para que se manifieste la DM2. Estos procesos
pueden ser heredados. La resistencia a la insulina (RI) por si misma (sin
asociar factores ambientales) no suele causar la DM2, excepto cuando
existen mutaciones en el receptor (evento muy poco frecuente.) Mientras
las células B del pancreas puedan compensar el grado de R, la tolerancia a
la glucosa se mantiene normal y no se generan valores mantenidos de
hiperglucemia. Con lo cual un cierto dafio en las células B, que las haga
incapaces de compensar dicha resistencia, siempre esta relacionada con la

génesis de la DM2

8.- Recientemente, multiples estudios pangendmicos han identificado de
forma unanime numerosos locus que confieren una predisposicidon
alterada a la DM2; algunos de estos locus codifican los reguladores
conocidos del crecimiento o la regeneracion de las células B. Actualmente
se reconoce que la disfuncion de las células B pancreaticas es un
acontecimiento precoz donde la deficiencia funcional relativa esta
presente mucho antes del diagndstico de la DM2. Afortunadamente, los
datos recientes indican que la masa de células B muestra plasticidad, lo
que representa una esperanza de una posible interrupcion de la

progresion de la enfermedad.
5.2. FACTORES AMBIENTALES

Si bien los factores genéticos pueden predisponer al desarrollo de la
enfermedad, los factores ambientales actian como desencadenantes de

la catdstrofe metabdlica. Los factores ambientales corresponden a los
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factores extrinsecos que pueden representar una causa para el desarrollo

de la enfermedad.

Los habitos alimentarios se estructuran a través del aprendizaje familiar y
social, fuertemente influenciados por tradiciones, disponibilidad
alimentaria, status social y simbolismos afectivos. En este contexto el
alimento puede ser utilizado como mecanismo de defensa en contra de la

angustia existencial o como recompensa familiar o social. (51)

Existen fuertes creencias por las que el ser humano estructura su conducta
alimentaria sobre una base cognitiva, sin negar la existencia de una
regulacion endogena, la cual a nivel individual puede modular la expresion
de los factores ambientales. De hecho, la existencia de una regulacion
endogena en el ser humano se manifiesta claramente en patologias del
hipotalamo (tumoral, quirdrgica o traumatica), en las cuales es posible

observar severas alteraciones de la conducta alimentaria.(56)

Hay evidencias de la regulacidon cognitiva de la conducta alimentaria, por

ejemplo:

e Alta prevalencia de obesidad en los paises desarrollados, dado que
el proceso de urbanizacion de los paises desarrollados ha hecho que
a nivel individual el consumo energético se haya reducido
considerablemente.

e La actitud tradicional de comer a horas prefijadas y no inducida por
la sensacion de hambre.

e La incapacidad del ser humano para adaptarse a cambios de
requerimientos energéticos, como sucede en la tercera edad, en la
que se observa un incremento de peso, considerado por muchos

como normal, pese a la reduccion de las necesidades energéticas
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condicionada por una masa grasa disminuida y por menor actividad
fisica.

e El cambio de los habitos alimentarios en la sociedad moderna, con
un acceso facil a los alimentos con alto contenido energético y poco
volumen junto a las dietas inadecuadas ricas en azucares refinados y
carbohidratos de absorcién rapida, aunado a la ingesta de grasas
parcialmente hidrogenadas -Trans- (que suelen encontrarse en
productos como la bolleria industrial, la comida rapida, dulces,
pastelitos, productos de confiteria, precocinados, embutidos,
bebidas azucaradas, etc.) hacen que se produzca una situacion de
hiperinsulinismo crénico. Ademas estos alimentos suelen ser
deficientes en fibra, micronutrientes y antioxidantes. A todo ello se
suma la disminucién en la ingesta de fruta, verdura y legumbres. En
resumen una bomba de tiempo en aquellas personas con

predisposicidon genética a la DM2. (50;51)

6. INTRODUCCION A LA FISIOLOGIA DE LA INGESTA Y EL METABLISMO

La fisiologia de la ingesta y el metabolismo de los alimentos es, hoy en dia,
un campo abierto al estudio y dia a dia salen a luz nuevos datos para
poder identificar nuevas vias de regulacion. Estas nuevas vias no solo se
encuentran en el sistema gastrointestinal sino también en el sistema
endocrino, en el tejido adiposo, el higado y el sistema nervioso

central.(57)

Actualmente el estudio de los mecanismos que regulan la ingesta y el

metabolismo energético se realiza a través de tres sistemas:
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-El metabolismo de la Insulina/Leptina
-El sistema gastrointestinal

-El sistema nervioso central
6.1. METABOLISMO INSULINA - LEPTINA

La obesidad estd ligada no sdlo a la resistencia a los efectos bioldgicos de
la insulina, sino también a la leptina. Al parecer ambas hormonas se
entrelazan en varias funciones del organismo asociadas a la ingesta

(estimulando o no el apetito) y al metabolismo de los glucidos y los lipidos.

A. INSULINA: (del latin insula) es una hormona polipeptidica formada por

51 aminoacidos, producida y segregada por las células B del pancreas. La
insulina es una hormona "anabdlica" por excelencia: permite disponer a
las células del aporte necesario de glucosa para los procesos de sintesis
con gasto de energia. Es decir, favorece la incorporacion de glucosa de la
sangre hacia las células. Ademas tiene otras funciones metabdlicas tales
como: estimula la lipogénesis, disminuye la lipdlisis, e incrementa el
transporte de aminoacidos a la célula. La insulina también modula la
trascripcion, alterando el contenido celular del ARNm. Asi mismo, estimula
el crecimiento, la sintesis de ADN, y la replicacion celular, efectos que son
comunes a los de los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFa).

(58)

En el cromosoma 11 se ha identificado el gen responsable de la sintesis de
la insulina. El primer compuesto en la secuencia de su sintesis es la "pre-

proinsulina." Esta preinsulina sufre una sulfo-oxidacion en el reticulo
endoplasmico de la célula B, para formar la "proinsulina" que a nivel del
aparato de Golgi se dispone en forma de granulo. En el granulo, bajo la

accion de enzimas proteasas, se escinde la molécula de pro-insulina,
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produciendo finalmente cantidades equimolares de insulina y Péptido C. El
pancreas secreta cantidades equimolares de insulina y Péptido C y hasta
un 10-15% de la insulina detectada por radioinmunoanalisis (RIA) en
sangre corresponde a proinsulina. La concentracion de insulina
determinada por RIA en ayunas, es de 5 a 15 U/ml. En cambio el Péptido C
tiene una concentracion periférica 10 veces superior. El Péptido C tiene
niveles en ayunas de 2 a 4 ng/ml y son una buena expresion de la sintesis y
secrecion de insulina. El tiempo de vida media de la insulina es de 4,8

minutos aproximadamente. (59)

La secrecidn de insulina esta regulada por la interaccion de sustratos, del
sistema nervioso autonomo, de hormonas y de sefales intercelulares
(paracrinas). La glucosa, aminodcidos (arginina y leucina), y acidos grasos
constituyen estimulos primarios. Asi mismo, el sistema nervioso
autonomo es un importante modulador de la secrecion insulinica. El

parasimpatico la estimula y el simpatico la inhibe. (60)

La interregulacion entre glucosa e insulina es capaz de mantener los
niveles de glucemia en un estrecho margen fisiolégico. La célula B tiene la
sensibilidad de percibir pequefios cambios de la concentracion de glucosa,
respondiendo de inmediato con una secrecion insulinica proporcional. En
condiciones normales, si existe mayor demanda por una elevacion
mantenida de la glucosa, aumenta la sensibilidad a ella y luego es capaz de
estimular la replicacién de las células B. Estos efectos tienen una distinta
secuencia temporal: en segundos responde a los cambios de la glucemia,
en minutos aumenta la sensibilidad y en semanas se adapta
incrementando la masa celular. Estos mecanismos garantizan un ajuste del
sistema a diferentes cargas de glucosa y cualquier defecto resulta en un

cambio de equilibrio y desorden metabdlico. (61)
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La induccidon secretora de la insulina es bifasica e indispensable para
obtener la homeostasis de la glucosa. Se describe una fase precoz y rapida
de aproximadamente 10 minutos y otra mas tardia y sostenida que dura
horas. La primera presumiblemente se debe a secrecién de granulos

preformados y la segunda, a la sintesis de nuevas moléculas.

B. EL PEPTIDO C: también llamado Péptido conector, es una cadena de

aminodcidos que conecta las cadenas A y B de la proinsulina y es
metabdlicamente inactivo. Durante la conversion de proinsulina a insulina,
el Péptido C es liberado de las cadenas de la proinsulina. Es vertido a la
circulacidon periférica, y al cuantificarlo arroja valores superiores a la
insulina aunque se produzcan en concentraciones equimolares. El Péptido
C es mayor que el nivel de insulina debido a que su vida media es mas
larga. Las determinaciones de Péptido C no miden insulina exdgena, razén
por la cual el Péptido C se mide para diferenciar la insulina producida por
el cuerpo de la insulina exdgena al organismo y no reacciona de manera

cruzada con los anticuerpos anti-insulina.(59)

La indicacién primaria para la determinacion de los niveles de Péptido C es
la evaluacidn de la hipoglucemia en ayunas, para determinar si el cuerpo
del paciente esta produciendo demasiada insulina. También se suele
determinar los niveles de Péptido C en los pacientes con DM2 para
comprobar si el pancreas aun genera insulina. Ademas, las
concentraciones de Péptido C son un mejor indicador del funcionamiento
de las células B que la concentracion periférica de insulina. En general, los
niveles de Péptido C se correlacionan muy bien con los niveles de insulina
en sangre (valor adecuado >3,75 ng/ml), excepto en los tumores de

células del islote y en pacientes obesos.

- 47 -



C. LA LEPTINA: (del griego leptos = delgado), es una hormona producida

en su mayoria por los adipocitos (células grasas) aunque también se
expresa en el hipotdlamo, el ovario y la placenta. Es una proteina de 167
aminoacidos que se expresan en numerosos tejidos del organismo, pero
los efectos sobre el peso corporal dependen sobre todo de su expresion

hipotaldmica.(61)

Este péptido fue descubierto en el ano 1994 en modelos animales
roedores y luego se localizd en el cromosoma 7 del genoma humano. Se
cree que la leptina actia como un lipostato: cuando la cantidad de grasa
almacenada en los adipocitos aumenta, se libera leptina al flujo sanguineo
que actua en un sistema de retroalimentacion negativa, que se ocupa de
informar al hipotalamo los periodos en los que el cuerpo tiene bastante
comida y por tanto se debe inhibir el apetito. Cuando aumenta la masa de
tejido adiposo mas alla del punto de equilibrio, aumenta la sintesis y
secrecion de leptina por lo que se estimulan varios efectos
compensadores en el hipotdlamo: la disminucion del apetito por
estimulacion de péptidos y supresion de la produccidon de los péptidos
orexigénicos. Por lo tanto se produce un aumento del gasto energético
aumentando la tasa de metabolismo basal y la temperatura corporal
ademas de la modificacidon del punto de equilibrio hormonal para reducir
la lipogénesis y aumentar la lipdlisis en el tejido adiposo. La regulacidn de
la secrecién de leptina es a largo plazo, principalmente por variacion del

nivel de masa corporal y efectos estimulantes de la insulina. (60)

6.2 SISTEMA GASTROINTESTINAL
A lo largo del tubo digestivo se encuentra un sistema endocrino complejo
que no esta constituido por un érgano glandular uniforme, sino que esta

diseminado a lo largo del estdmago, intestino delgado y colon y que puede
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actuar de forma local o bien a distancia. Una vez llegan los alimentos al
tubo digestivo, se dan sefales al sistema nervioso central por via vagal y
mediante la liberacidon de sustancias peptidicas que la propia mucosa

gastrointestinal segrega.

El estimulo principal de la liberacién hormonal suele ser la presencia de
alimento, pero puede estar regulado por estimulos nerviosos o por otros
sistemas hormonales. Muchas de estas hormonas pueden tener efectos
neuromoduladores y también paracrinos y es por ello que se las llama
péptidos reguladores gastrointestinales. Los péptidos reguladores
intestinales no sélo intervienen de forma activa en los procesos digestivos
sino que regulan también a nivel central y periférico la ingesta de

alimentos.(62)

Durante el proceso de digestion hay una respuesta peptidica por parte de
las células gastrointestinales que interactian con los propios nutrientes y
gue entran en la circulacion sanguinea para efectuar una accion
endocrina. De esta forma el sistema nervioso central esta informado
continuamente del estado metabdlico. Asi mismo, a través de estos
péptidos se controla la sensacién de apetito y saciedad. Por otro lado
todas estas sefiales también interaccionan con otras sefales provenientes
del pancreas y/o del tejido adiposo que también informan al sistema

nervioso central del estado nutricional.

Algunas de las sefiales principales que interactuan en el proceso de la
digestion a nivel gastrointestinal estan dirigidas por los siguientes

mensajeros (57):

- El Péptido similar al Glucagon (GLP-1): es un péptido regulador intestinal

que se clasifica como neuropéptido para tener acciones a nivel cerebral
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ademas de su accidon endocrina cldsica. El GLP-1 es un péptido de 30
aminodcidos que se secreta en las células L del epitelio intestinal. En el
intestino delgado, el GLP-1 también es objeto de nuevas transformaciones
gracias a rupturas enzimaticas que generan nuevos péptidos activos. (63)
La liberacion de GLP-1 tiene lugar por la llegada de nutrientes al intestino
delgado mediado por el sistema colinérgico. A nivel plasmatico es inhibido
por la enzima dipeptidil-dipeptidasa IV (DPPIV) que lo degrada a productos
inactivos en pocos minutos. Estimula la secrecidn de insulina por parte de
las células B del pancreas con una inhibicion de la secrecién de glucagon,
disminuye la resistencia a la insulina y disminuye la motilidad intestinal.
La GLP-1 estimula la secrecién de insulina y ejerce efectos proliferativos y
antiapoptoticos de las células B del pancreas. Basandose en estos
conceptos es que la industria farmacéutica ha desarrollado el Exanetide,
medicamento andlogo del efecto GLP-1, de excelentes resultados siempre

que exista reserva pancreatica. (64)

En la regulacidon de la ingesta tiene un efecto inhibidor del apetito, ya que
tiene receptores especificos a nivel hipotaldmico que producen la
sensacion anorexigena. La administracion a nivel periférico de GLP-1
también se ha visto que tiene efectos anorexigenos tanto en pacientes
obesos como en pacientes afectos de DM2, produciendo una disminucion
de la velocidad del vaciado gdstrico y ralentizacion del peristaltismo
intestinal. Esto hace que el GLP-1 actie tanto a nivel central como
periférico y que sus acciones también estén mediatizadas por otras

hormonas.

- El Péptido Insulinotrdpico Dependiente de la Glucosa (GIP): es un péptido
que se produce en la zona media del duodeno y en el yeyuno, en las

células K de las vellosidades intestinales. Se libera en el intestino por
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contacto con 4dcido, soluciones hiperténicas o grasa, y que actua
inhibiendo la secrecién 4cida y la motilidad gastrica. Ha sido
tradicionalmente llamado péptido inhibidor gastrointestinal o péptido
inhibidor gastrico y se creia que neutralizaba el acido estomacal para
proteger el intestino delgado del acido, reducir la tasa a la cual los
alimentos son transferidos a través del estomago, e inhibir la motilidad
gastrointestinal y la secrecién de acido. Sin embargo, esto es incorrecto, se
descubrid que estos efectos se logran sélo con niveles fisiolégicos mayores
de lo normal. Aunque conserva sus siglas iniciales este péptido tiene como
funciones principales el estimulo de la secreciéon de insulina (similar
funcidon que la hormona GLP-1) a nivel del pancreas endocrino. Sobre el
metabolismo, el GIP potencia la accion de la lipoprotein-lipasa y favorece
el aclaramiento de quilomicrones vy triglicéridos de la circulacion, ademas

de aumentar la sintesis de triglicéridos en el tejido adiposo.(65)

- El Péptido YY (PYY): es secretado postprandialmente por las células
endocrinas intestinales de tipo L ubicadas en la mucosa del ileon distal y
del colon, en proporcion a las calorias ingeridas. También es conocido
como el Péptido tirosina-tirosina: familia a la que también pertenece el
polipéptido pancreatico (PP) y en neuropéptido Y (NPY). Es sintetizado en
las células L del ileon distal y el colon en respuesta a la ingesta de grasas e
hidratos de carbono y de forma proporcional al contenido caldrico de la
materia. El efecto anorexigeno es potente y bien demostrado en respuesta
a su administracion endovenosa en animales de experimentacidon y
humanos. En individuos obesos la respuesta esta disminuida aunque
consumen un gran numero de calorias. La liberacion inicial de PYY ocurre
inmediatamente después de la ingesta, presumiblemente a través de

mecanismos neuronales y antes de que los nutrientes ingeridos hayan
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alcanzado el ileon; una segunda oleada del péptido se libera cuando los
nutrientes alcanzan la porcion distal del ileon. El PYY atenda la ingesta
mediante la inhibicion de la motilidad intestinal, actuando como un freno
ileal que causa sensacion de saciedad y por medio de aferentes

vagales.(57)

- La Grelina: hormona que actla como reguladora del apetito y por tanto
de la pérdida de peso. La grelina es la Unica hormona gastrointestinal con
efecto orexigeno conocido y se encuentra en niveles bajos en personas
obesas. La estructura esta formada por 28 aminoacidos y es capaz de
cruzar la barrera hematoencefalica y actua en los receptores localizados a
nivel del nucleo del hipotalamo. Su sintesis se produce principalmente en
las células X/A de la mucosa del fundus y del cuerpo gastrico, pero
también se ha demostrado su produccidn a nivel intestinal, testicular,
hepatico, placentario o hipofisiaria entre otros. Sus receptores se
encuentran a nivel multiorganico incluyendo higado, génadas, pulmén o
miocardio. A la vez, la disminucidn de la grelina es diferente en respuesta
al tipo de nutriente ingerido, siendo mayor la respuesta en el caso de los
hidratos de carbono. Este efecto es independiente de su capacidad
liberadora de GH (hormona de crecimiento) y se ha visto que la infusidn
endovenosa de grelina incrementa casi en un 30% la ingesta en individuos
normales. También estimula la secrecidon de la hormona de crecimiento y
en condiciones de nutricién deficiente o en la anorexia nerviosa esta
elevada. La falta de supresion de la grelina después de la ingesta podria

tener un papel en el origen de la obesidad.(66)

- La Colecistoquinina (CCK): secretada por las células enteroendocrinas de
la mucosa duodenal y yeyunal. Estimula su liberacidon en respuesta a la

ingesta de grasas y proteinas. Sus receptores se encuentran en las
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terminaciones nerviosas vagales por las que envian la sefial de saciedad en
el nucleo del tracto solitario. Estas mismas terminaciones son sensibles a
la distension con el que existe una doble via de informacidén de saciedad.
Retrasa el vaciado gastrico y después de una vagotomia sus efectos

guedan disminuidos.

- La Oxintomodulina (OXM): origen intestinal, interacciona con el receptor
del GLP-1 (de efectos saciantes). Se ha demostrado un efecto inhibidor de

la ingesta en respuesta a su administracion endovenosa en humanos.

- El GLP-2: se secreta en el ileon distal. Implicado en el mantenimiento de
la estructura y funcionalismo de la mucosa intestinal, también con efectos
a nivel neuronal y éseo. Tiene un efecto anorexigeno en ratas después de
su administracion central, el cual se ve inhibido por antagonistas del

receptor de GLP-1.

- La Apolipoproteina (Apo) A-IV: sintetizada por las células intestinales por
la formacién de los quilomicrones. Reduce el volumen de ingesta en ratas
después de su administracion y su respuesta podria estar relacionada a la

ingesta de grasas.

- La Enterostatina: péptido derivado de la accion de la tripsina a nivel
pancreatico. Posible funcion en la regulacion del metabolismo lipidico ya
que administrado en ratas produce una disminucién de la ingesta

selectiva.(57)
6.3. REGULACION CENTRAL

La sensaciéon de hambre y saciedad y su expresién en forma de ingesta
viene dada por varias vias que interactian entre ellas: las reservas de

tejido adiposo, la estimulacion o la inhibicion vagal y las hormonas
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gastrointestinales. A partir de aqui una modulacién a nivel neuronal regula
la ingesta en funcion de la sensacion de hambre o saciedad. El hipotdlamo
forma parte principal de un sistema en el cual se integra la regulacion de
la composicion corporal con la ingesta y el gasto de energia. Una serie de
estimulos en diferentes sistemas relacionados con el estado metabdlico
son recibidos en el hipotdlamo, los cuales modulan la liberacién de ciertos
péptidos que regulan la ingesta alimentaria y el eje hipotdlamo-

hipofisiario. (58)

7. TRATAMIENTO DE LA DM2

El objetivo primordial a corto plazo del tratamiento de la DM2 es sin duda
tratar de bajar los altos niveles de glucemia. Es conocido que los danos
acarreados por esta enfermedad se derivan de los dafios debidos a la
glucotoxicidad. Posteriormente, se establecen objetivos secundarios a
largo plazo que tratan de prevenir los problemas relacionados con Ia
diabetes en diferentes 6rganos, como rifidn, vasos, nervios periféricos,

retina, etc. (49)

7.1. Control Basico y manejo en Atencidon Primaria. La forma mas
esencial, facil y econdmica de controlar la DM2 es regulando la ingesta por
medio de revisiones dietéticas y realizar un actividad fisica continua.
Ademas, a este nivel, el paciente debe conocer ciertas pautas del manejo
de su enfermedad, como son: a) Evaluacién y registro continuo de los
valores de glucemia. b) Reconocer y tratar los niveles altos y bajos de
glucemia. Este registro permite poder realizar los ajustes pertinentes en
las comidas, la actividad fisica o los medicamentos, con la finalidad de

mantener los niveles de glucosa en un rango apropiado.(50)
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7.2. Medicamentos para tratar la Diabetes. Si la dieta y el ejercicio no
ayudan a mantener los niveles de glucemia en niveles normales o casi
normales, se establece una condicidn que abre la puerta a una segunda
fase de la enfermedad que corresponde a la toma de medicamentos
antidiabéticos orales. Dado que estos farmacos actuan de diferentes
formas, en inicio se prefiere monoterapia y segun resultados se debe

ajustar dosis, frecuencia o combinacién de farmacos.

En este sentido el siguiente cuadro (Figura 2), ilustra de manera muy
didactica como de hacerse la escala de tratamiento farmacolégico en los
pacientes con DM2. Este cuadro es el resultado de los datos aportados por
diferentes estudios avalados por la American Diabetes Association (ADA) y

por la European Association for the Study of Diabetes (EASD). (53)

7.3. Pautas generales de tratamiento farmacologico en la DM2. La ADA y
la EASD publicaron en 2012 recomendaciones para el tratamiento
centradas en el paciente, teniendo en cuenta el coste, el grado de
cumplimiento y los potenciales efectos secundarios de cada antidiabético.
En realidad, la eleccion de un determinado farmaco viene dada por
diferentes aspectos que se centran en caracteristicas del paciente (efectos
sobre el peso, las comorbilidades, efectos adversos, el riesgo de
hipoglucemia, etc.) y caracteristicas del medio del paciente (costes,

cumplimiento de las pautas, preferencias del paciente, etc.)
De estas recomendaciones se obtiene el siguiente consenso:

- El farmaco de eleccidén inicial, es la Metformina. Este medicamento
por si mismo logra controles adecuados de glucemias a corto plazo, por lo

que si no existe contraindicacidn y es bien tolerada debe indicarse a todo
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paciente con diagndstico de DM2 que no mejore con dieta y ejercicio.

Debe preferirse la monoterapia siempre que se pueda.

- Si la monoterapia con un agente antidiabético oral, a las dosis
maximas toleradas, no alcanza o no mantiene el objetivo de HbA1C en un
periodo de tres meses, hay que afiadir un segundo agente oral, que puede
ser un agonista del receptor GLP-1 o un fibrato. Si con ello no mejora, se

debe empezar a plantear la insulinoterapia.

- En los pacientes con DM2 recién diagnosticados con muchos
sintomas o glucemias o HbA1C muy elevadas, se debe considerar iniciar el
tratamiento con insulina subcutdnea, combinada o no con tratamiento

oral.(51)

En la Figura 2 se visualiza un esquema bastante completo acerca del
algoritmo de tratamiento de la DM2. Este esquema se extrae de la
publicacién de Rosario Iglesias Gonzalez(50) sobre el tratamiento de la

DM2 bajo los postulados de la EASD y la ADA.

7.4. La Cirugia Bariatrica dentro de los algoritmos del tratamiento de la
DM2. La cirugia bariatrica esta indicada en los adultos diabéticos con un
IMC > 35 Kg/m2, especialmente si la DM2 o las comorbilidades asociadas
son dificiles de controlar con el estilo de vida y el tratamiento
farmacoldgico. Los pacientes con DM2 sometidos a la cirugia bariatrica
necesitan recibir apoyo y seguimiento médico durante toda la vida. Los
beneficios a largo plazo, la relacidn coste-eficacia y los riesgos de la cirugia
bariatrica en los individuos con DM2 deben ser estudiados por un comité
de especialistas (endocrindélogos, gastroenterdlogos, cirujanos baridtricos,
endoscopistas, anestesiologos, nutricionistas, psicologos-psiquiatras vy

radidlogos.) (67)
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Figura 2. Tratamiento de la DM2. Bases generales. Cuadro segun Iglesias Gonzdlez R.
Rev. Diabetes Prdcticas.

Figura 2. Tratamiento de la hiperglucemia en diabetes mellitus tipo 2

Tratamiento de la hiperglucemia en DM2. Consenso ADA/EASD 2012

Alimentacién saludable, control de peso, aumento de la actividad fisica

. = Monoterapia inicial Metformina
Eficacia (] HbAT 0 ... o o T o o e o A P A AN A e AR
Hipoghuceniia ... o A A s s vaesan hajo A R A T S

Si se necesita para alcanzar los objetivos individualizados de HbA 1c después ~3 meses,
proseguir con combinaciones de dos firmacos (el orden no denota una preferencia especifica)

Y Metformina Metformina Metformina Metformina Metformina

- Combinacién* de + + + + +
dos farmacos Sulfoniturea® Tiazolidindiona Inhibidor DPP4  Agonista del Insulina (por lo

receptor GLP-1 receptor GLP-1

Eficacia (| HbA1c) alta alta intermedia la mas alta
Hipoglucemia riesgo moderado  riesgo bajo riesgo bajo riesgo bajo riesgo alto
Peso ganancia ganancia neutro pérdida ganancia
Efectos secundarios | hipoglucemia edema, IC, Fx rar Gl hipoglucemia
Costes bajo alto alto alto variable

Si se necesita para alcanzar los objetivos individualizados de HbA 1c después ~3 meses,
proseguir con combinaciones de tres farmacos (el orden no denota una preferencia especifica)

Y Metformina Metformina Metformina Metformina Metformina
- Combinacion + + + + +
de tres farmacos Sulfonilurea® Tiazolidindiona Inhibidor DPP-4  Agonista del Insulina (por lo
receptor GLP-1 general basal)
+ + - + -
TZD SU° syt sut TZD
o DPP-4-i o DPP-4-i o TZD 0 TZD o DPP-4-

GLP-1RA 0o  GLP-1RA o Insulina® 0 Insulina o GLP-1RA
o Insulina® o Insulina®
Si la terapia combinada que incluye insulina basal falla en alcanzar los valores deseados de HbAlc
después de ~3-6 meses, proseguir a estrategias de insulina mis complejas, normalmente
en combinacion con uno o dos farmacos no insulina
Estrategias de insulina Insulina® (maltiples dosis diarias)
més complejas

o

-
3

A

ADA: American Diabetes Association; DM2: diabetes mellitus; DPP-4-i: inhibidores de la enzima dipeptidil peptidasa 4; EASD: European Association for the
Study of Diabetes; Fx: fracturas; GI: gastrointestinales; GLP-1 RA: agonistas de los receptores del peptido similar al glucagon tipo 1; HbATe: hemoglobina
glucosilada; IC: insuficiencia cardiaca; SU: sulfonilureas; TZD: tazolidindionas.

* Se debe considerar iniciar ¢l tratamiento en esta etapa en pacientes con HbAIc mury alta (por ejemplo = 9 %).® Considerar de secretagogos de accion
rapida, no sulfonilurea (meglitinidas) en pacientes con honrios de comida irregulares o que desarrollan hipoglucemia pesprandial tardia con las sulfonilureas.
¢ Normalmente una insulina basal (NPH, glargina, detemir) en combinacion con agentes no insulinicos. * Algunos agentes no insuliniccs sc pucden continuar
con la insulina. Hay que comiderar iniciar ¢l tratamiento en esta ctapassi el paciente se presenta con hiperglucemia grave (glucemia = 300-350 mg/dl: HbATc
= 10,0-12,0 %) con o sin caracternsticas catabolicas (péndid;\ de peso, cetosis, etc.).

Consenso ADA/EASD 2012.

Las ventajas de la cirugia bariatrica han sido ampliamente demostradas en
estudios realizados en las ultimas tres décadas. En general, se puede
declarar que dependiendo de la técnica quirdrgica y del enfoque del

estudio, la cirugia logra una tasa de remision que va del 40 al 95%. (68;69)
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Se habla de remisién y no curacion, pues se da a entender que la DM2 es
un complejo sindrome que involucra diferentes factores en su patogénesis
y la cirugia actua en algunos de ellos, pero no en todos. Sin embargo la
cirugia bariatrica sigue teniendo indices de morbi-mortalidad, que si bien
han disminuido con los afos, aun representan un importante
handicap.(70) Ademas, la mayor desventaja es que no se puede ofrecer a
todo paciente diabético, sino a aquellos que estan asociados a obesidad y
cumplen con los criterios de indicacion quirdrgica (se explican en el
apartado de cirugia bariatrica) Es por ello que actualmente no hay
suficiente evidencia para recomendar esta cirugia en los pacientes con
IMC < 35 Kg/m2 fuera de un protocolo de investigacion. Las
preocupaciones a mas largo plazo incluyen las carencias de vitaminas y

minerales, osteoporosis e hipoglucemias.
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DINAMICA DE LAS CELULAS DEL PANCREAS
1. EL PANCREAS Y SUS CELULAS

Hace unos anos se pensaba que el Unico protagonista de las alteraciones
asociadas a la diabetes era el pancreas, puesto que desde los estudios de
Banting et al. en 1922 (71) se aceptd la DM2 como un fallo en la
produccién de insulina. Pero al dia de hoy se sabe que la DM2 es un
complejo sindrome con un intrincado grupo de factores pancreaticos y
extrapancreaticos en su desarrollo. No obstante, a pesar de haber
perdido su papel protagonico en el desarrollo de la diabetes, es
fundamental conocer aspectos anatomo-funcionales del pancreas y sus
células, ya que la posibilidad de remisidon de esta enfermedad depende en

la mayoria de los casos de la reserva funcional de este 6rgano.

El pancreas es una glandula mixta, pues su produccion conjuga productos
que van a la sangre (pancreas endocrino) y productos que van al tracto
digestivo (pancreas exocrino.) El tejido exocrino esta conformado por
células acinares productoras de enzimas digestivas que contribuyen a la
digestion de alimentos. El tejido endocrino lo conforman los islotes de
Langerhans, que producen hormonas con diversas funciones y cuyo
objetivo final es mantener el metabolismo glucidico. Asi mismo, el
pancreas esta cubierto por una capa de tejido conectivo, rico en células
mesoteliales, con finos tabiques que dividen la gldndula en I6bulos. (Figura

1) (72;73)

Las células de los islotes estan delimitadas en forma incompleta por una
capa delgada de tejido conectivo reticular que se continua en el interior de
los islotes en escasa cantidad. Los islotes se componen de una serie de

grupos celulares que estan contenidos en una estructura altamente
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organizada, donde las células B estan en el interior del islote y el resto de

los grupos se disponen en la periferia.(74;75) El tejido endocrino adulto

contiene cuatro tipos celulares diferentes:

ﬁg Common bile duct
/

Figura 1. Pdncreas: a) Relaciones anatémicas. b y c) Acinos y conductos pancredticos.
d) Estructura bdsica del islote de Langerhans con sus diferentes poblaciones celulares.
Cortesia de Nabeel Bardeesy & Ronald A. DePinho. Pancreatic cancer biology and
genetics. Nature Reviews. 2002. Cancer 2, 897-909 (72)

-Células B: productoras de insulina. Representan el 70 % de |la poblacion
celular de los islotes.

-Células a: son el 20% de la poblacién celular y se encargan de producir el
glucagon.

-Células &: productoras de somastotatina. Abarcan entre 5 a 10%.

-Y las células PP: productoras del polipéptido pancreatico o PP, que

suponen alrededor de 2%.
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Existen algunos tipos celulares secundarios como por ejemplo las células
productoras del polipéptido intestinal vasoactivo (VIP) y las células

secretoras mixtas (o enterocromafines -EC).

Otro tipo celular, recientemente encontrado en la periferia del islote
pancreatico, es el parecido a las células neuronales de Schwann, ocupan
menos de 1% y se cree que podrian ser importantes en la regeneracion

pancreatica. (74,76)

2. DESARROLLO EMBRIONARIO DEL PANCREAS

El desarrollo y la diferenciacidon de drganos como el pancreas requieren la
activacion de un conjunto unico de transcripcion de factores codificados
genéticamente. Los estudios genéticos en ratones han revelado el papel
de varias senales de transcripcion celular en el pancreas. Estos factores
determinan la diferenciacion y proceso de neogénesis de las células B y en
el humano este proceso se inicia a mitad de la gestacion y permanece
durante toda la vida, pero en menor grado. (77)La génesis de células B
tiene lugar de manera analoga en ratones y seres humanos, aunque
parece ocurrir durante un periodo mas largo en el embrién humano. Cada
etapa de la evolucion del pancreas en roedores viene sefalada con el dia
embrionario en que se lleva a cabo y se expresa con el cddigo numérico

que inicia por E. (78)

El pancreas es un derivado de los brotes endodérmico dorsal y ventral que
surgen de la parte caudal del intestino anterior y que se fusionan durante
la rotacién del estdmago e intestino. Cada brote tiene un sistema de

conductos. El brote endodérmico dorsal formara la mayor parte del
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pancreas (cabeza, cuerpo y cola). El brote ventral desarrollara el proceso

uncinado y parte de la cabeza del pancreas. (Figura 2)(79)

Las seiales de transcripcién vienen determinadas por homeodominios que
son secuencias de ADN de tres hélices y aproximadamente 60
aminoacidos, que trasmiten una orden especifica en la diferenciacion
celular. Cuando la informacién de uno de estos homeodominios se
procesa el resultado induce a la diferenciacion de cada estirpe celular.
Cada célula depende de un tiempo apropiado de expresion de algunos de
estos homeodominios. Uno de esos factores que es primordial en el
desarrollo del pancreas es el Factor Promotor de Insulina (Pdx1) u

homeodominio pancreatico y duodenal tipo 1. (80)

El Pdx1 es un factor de transcripcion expresado en varios tejidos y es
necesario para el desarrollo de pancreas y maduracién de las células . Se
ha detectado en todas las células embrionarias proto-diferenciadas vy
durante la neogénesis. (81) El gen que codifica al Pdx1 tienen el potencial
de dar lugar a todas las lineas celulares en el pancreas, tanto células
endocrinas como exocrinas, asi como células de los conductos
pancreaticos. El Pdx1 es el nombre mas utilizado en los estudios realizados
en roedores, y en los humanos es también conocido como Factor de
Crecimiento Insulinico (IGF-1). No obstante se suele utilizar el nombre de
Pdx1 en las estirpes celulares de mamiferos en general ya que se han
detectado receptores de este factor en la periferia de células a y B
normales de roedores, perros y de humanos. Este factor se usa como

marcador en células en diferenciacion. (76)

El Pdx1 es constante en el desarrollo pancreatico, pero a medida que el

individuo va madurando, se va restringiendo progresivamente sélo a los
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islotes, produciéndose en el 90% en las células B. El Pdx1 es esencial para
la expresidn, procesamiento y secrecion de insulina, y es regulado por los
niveles de glucosa.(82) Su sobreexpresion permite la expresion de

glucagdn y no de insulina.

Ventral foreqt/ Dorsal midgut

E8.5 deh/Soxlh Pdx1-
’ .
7 /\ " v

E10.5 @ Hes1 @ @

Pdx1-/Sox17+ Pdx1+/Sox17- Pdx1+
Extrahepatic bile duct Ventral pancreas Dorsal pancreas

Figura 2. Desarrollo del pdncreas: Regulacion molecular del desarrollo del pdncreas
embrionario, 2 parches de endodermo (amarillo) -1 en el intestino anterior ventral
(foregut) y otro en el dorsal del intestino medio (midgut) reciben sefiales de las
estructuras para la especificacion de pdncreas (purpura). Las células expresan el factor
de transcripcion Pdx1 entre la semana 8 y 9 (E8.5) Con el tiempo, una parte de las
células estimuladas por Pdx1 + Sox17 dan lugar al conjunto de tejidos que componen la
via biliar extrahepdtica. En tanto otra parte de las células estimuladas por Pdx1 + Sox17
dan la yema del pdncreas ventral que desarrollan el proceso uncinado y parte de la
cabeza del pancreas. El endodermo dorsal sélo se ve estimulado por el Pdx1 y formara
la cabeza, cuerpo y cola. Aproximadamente en E.10.5 se fusionan ambas yemas:
ventral y dorsal durante la rotacion del intestino. Cortesia de Ben Z. Stanger & Matthias
Hebrok. Control of Cell Identity in Pancreas Development and Regeneration.
Gastroenterology. 2013 June ; 144(6): 1170-1179.(79)
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El Pdx1 promueve la diferenciacion de las células madre embrionarias
humanas hacia células endocrinas y exocrinas bajo el control del Factor de
Transcripcion Endodérmico tipo 2 (Foxa2.) Del mismo modo, a partir del
Pdx1l se puede inducir la expresién de genes o de proteinas como la
B2/NeuroD, Pax4, Nkx2.2, Pax6 y Nkx6.1 que son necesarias para que las
células ductales del adulto humano puedan lograr la diferenciacion a las
células B. Algunos de estos factores de transcripcion y sus efectos se
aprecian en el esquema de la Figura 3, donde se representa de forma
comparativa el proceso de diferenciacion celular pancreatica entre el

ratén y el hombre.(78)

La eliminacion de Pdx1 de las células B diferenciadas en ratones da como
resultado la pérdida del fenotipo y la incapacidad para expresar el
receptor celular Glut 2 y la enzima glucokinasa, que son requeridas para la
produccion de insulina en respuesta a la glucosa. Aunque la expresion de
Glut 2 se localiza en la membrana celular de las células B, también se han
observado células Glut 2 dentro de los conductos pancreaticos en el
nacimiento; sin embargo, descienden durante el periodo postnatal. Las
mutaciones del gen que codifica para Pdx1l se asocian como causa de la

diabetes MODY tipo 4.(83;84)

Por otro lado la hormona incretinica GLP-1 también podria jugar un papel
importante en la generacion de células B, en especial en modelos animales
de diabetes. Esta hormona intestinal ejerce acciones insulinotrdpicas,
uniéndose a un homodimero de receptores de proteina G, que estimulan
la secrecidon de insulina. (85) Se ha visto que también ejerce accion para
diferenciar células embrionarias hacia células secretoras de glucagén y

somatostatina.
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Figura 3. Desarrollo embrionario de las células 8. La figura muestra una comparacion
aproximada entre el desarrollo embrionario del ratén y el del ser humano. La cascada
de eventos comienza con la aparicion del endodermo y se visualizan por etapas los
distintos factores asociados a la generacion y especificacion celular para obtener
células 8. El tiempo estd mejor descrito en los embriones de roedores (expresado como
E) que en el humano. Los factores de transcripcion Pdx-1, Ptfla y Ngn-3 promueven la
especificacion celular endocrina y son vitales en el desarrollo celular. La célula 8
pancredtica madura muestra una expresion de algunos de estos factores de
transcripcion. Cortesia de Olvera GCP, Leo AGE, Herndndez MHL. Pancreas and 8 cells:
Differentiation mechanisms, morphogenesis and endocrine cellular specification.
Regeneration? Bol Med Hosp Infant Mex. 2008. 65:306-324.(78)

Asi mismo, se conoce que los receptores para GLP-1 en la célula B son
esenciales en el desarrollo de la diabetes, y que pueden activar Ia
transcripcion del factor Pdx1l. De hecho este mecanismo suele estar
bloqueada por las altas concentraciones de glucosa, explicando uno de los

eventos de la glucotoxicidad. (86)

Otro factor de transcripcion importante en el desarrollo de los islotes

pancreaticos es la neurogenina-3 (Ngn3). Este factor tiene un papel critico
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en la transcripcién de productos hormonales de las células de los islotes,
especialmente las células a y B. Su mutacién resulta de una pérdida
completa de las células endocrinas pancreaticas, asi como del inicio de
diabetes. En cambio su sobreexpresion influye en el desarrollo pancreatico
produciendo un aumento de las células endocrinas.(87) En realidad, se
considera que el factor actia a través de una subpoblacién de células
indiferenciadas pancredticas precoces en los ductos pancreaticos. Estas
células progenitoras se activan bajo la influencia de la Ngn3 que, a su vez,
es capaz de diferenciar todos los subtipos posibles de células endocrinas,
incluidas las células B. La mayoria de las células progenitoras Ngn3 surgen
de dichas células progenitoras ductales, aunque se desconoce Ila

naturaleza exacta de cdmo se forman dichas células precursoras. (88)

La génesis embrionaria de las células B va seguida de una considerable
expansion de la masa celular durante las etapas posteriores de la vida
fetal. Se cree que ello ocurre principalmente a través de la replicacion de
las células B existentes, porque se asocia a indices ligeramente elevados

de proliferacion celular. (89)

3. DINAMICA DE LAS CELULAS B EN LA DIABETES

Algunos estudios sobre el genoma han identificado de forma unanime
numerosos locus que confieren una predisposicion a la DM2; algunos de
estos locus codifican reguladores conocidos del crecimiento o la
regeneracion de las células .(90) Por otro lado también es conocido que
las células B pueden tener una capacidad para aumentar su masa mas
pronunciada de lo que se habia pensado. En los ultimos afios se han

desarrollado nuevos instrumentos genéticos que ofrecen respuestas
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inequivocas a las cuestiones relativas a los mecanismos moleculares

exactos implicados en la generacion de nuevas células 3. (91)

La reserva funcional del pancreas endocrino es considerable, por lo que
los sintomas clinicos de comienzo de la enfermedad en el caso de la DM1
o de empeoramiento del cuadro metabdlico en el caso de la DM2
aparecen cuando la masa de células B pancreaticas es inferior al 10-
20%.(92) Una estrategia terapéutica eficiente deberia combinar el control
de los factores causales de la enfermedad junto con la proteccion de Ia
masa de célula B residual y la atenuacion de los factores agravantes

(control glucémico, control del sobrepeso, etc).

Como ya hemos descrito previamente los primordios pancreaticos en
humanos son el origen de la estirpe celular de este 6rgano y ya son
evidentes en la semana 4 de gestacion. A la semana 10 ya es posible
determinar marcadores para los 4 linajes celulares. Y esta produccion
continda mas alla del parto, siendo la producciéon de células B mayor que

en el resto de las lineas celulares. (93)

La masa de células B experimenta un aumento progresivo y lento durante
la vida de la persona, lo que podria reflejar una compensacion por los
progresivos incrementos de la demanda de insulina. (79;92) Se cree que la
adolescencia puede ser un estadio dindmico del crecimiento celular
porque existe un incremento particularmente pronunciado de Ia
capacidad secretora, de esta como de otras hormonas. También, durante
el embarazo cambia la masa celular B. En esta etapa tanto la hiperplasia
como la hipertrofia explican un aumento de mas del doble de las células B.
Esto se ha demostrado claramente en roedores, y los datos de seres

humanos concuerdan con este fendmeno. Las variaciones de las células B
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asociadas a la gestacidon se corresponden con un incremento de la
proliferacion de dichas células, el cual se debe en parte, segun se cree, a
aumentos de hormonas tréficas como el lactégeno placentario y la

prolactina. Este proceso es sumamente reversible después del parto.(94)

Otro claro ejemplo de la capacidad dinamica de la masa de células B es la
obesidad, un estado en que la resistencia a la insulina expone a dichas
células B a un incremento considerable de la demanda. Las ratas y los
ratones obesos experimentan un aumento que cuadruplica la masa de
células B, y se ha confirmado una respuesta similar en los seres humanos
obesos, aunque en un grado cuantitativamente inferior. Se cree que el
incremento compensador de las células B explica que muchas personas
obesas no padezcan diabetes mellitus a pesar del aumento masivo de las
necesidades de insulina asociado a la obesidad. Asimismo, se deduce que
probablemente una respuesta insuficiente sea el mecanismo subyacente a
la hiperglucemia en las personas que acaban padeciendo diabetes

mellitus. (95)

Dado el potencial dinamico de las células B, una de las preguntas mas
obvias es si el pancreas adulto tiene un nicho de células progenitoras o si
el crecimiento de las células B se produce simplemente por la replicacion
de las células B preexistente. Un concepto arraigado sostiene que las
células ductales son el origen de las progenitoras de nuevas células . Este
concepto deriva de la observacion de que, en muchas ocasiones en que
hay regeneracion, se observa una evidente acumulacién de células de los
islotes en la inmediata proximidad de los conductos pancredticos (y a

veces incluso su aparicién en la luz de los conductos). (79)
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Afos atrds se creia que las células progenitoras influenciadas por el factor
de transcripcidon Ngn3 sdlo estaban presentes en el pancreas embrionario;
pero estudios recientes como los de Xu et al. (96) demuestran que pueden
actuar como progenitoras de las células B en etapas postnatales, lo que
indica que el pancreas adulto puede conservar la capacidad de restaurar
vias que se destinan a formar nuevas células B. Ademas, en los seres
humanos, anatdmicamente los islotes se disponen en regiones
yuxtaductales y esta caracteristica es muy notoria incluso en condiciones
normales; de manera que este reordenamiento celular da a entender a
algunos investigadores que esta caracteristica no es simple azar, sino que
debe tener su explicacion funcional. Se han propuesto otras vias de
nuevas células B que deben considerarse en futuros estudios y entre ellas

estan las descritas en la Figura 4.(79)
1. Las células B sirven como progenitores para si mismas. (97)

2. Las células de los ductos, expresan Ngn 3 tras lesion y pueden

trasmutarse a células B. (88)

3. La expresion de Pdx1, Ngn3 y MafA (“Musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene family A”) en las células acinares adultos promueve la

reprogramacion hacia células B. (79;82)

4. Células a pueden sufrir una trans-diferenciaciéon en células B después de

su agotamiento. (98)

Con independencia del predominio relativo de alguna de las anteriores
vias descritas (y de las fuentes de células no B en la regeneracién) la masa
de células B esta influenciada por el delicado equilibrio que se establece
entre la replicacion y la apoptosis, asi como directamente relacionada con
la demanda de insulina por el metabolismo.
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A  f-cell progenitors B Ductal progenitors

PN r R
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Figura 4. La Plasticidad celular en el pdncreas adulto. Representacion de los elementos
estructurales del pdncreas exocrino y el islote endocrino, incluyendo células a-y 8. (A)
Las células 8 sirven como progenitores para si mismas y se expanden a través de la
proliferacion. (B) Tras una lesidn, conducto o células de los conductos asociada
comienzan a expresar Ngn3, lo que podria dar lugar a la formacion de células
endocrinas, incluyendo células 8-células. (C) La expresion de Pdx1. Ngn-3 y MafA en las
células acinares adultas promueve la reprogramacion hacia células 6. (D) Células a
pueden sufrir trans-diferenciacion en células 8 después de su agotamiento, mientras
que las células 8 pueden convertirse en células a o células no diferenciadas durante una
situacion de estrés. Cortesia de Ben Z. Stanger & Matthias Hebrok. Control of Cell
Identity in Pancreas Development and Regeneration. Gastroenterology. 2013 June;
144(6): 1170-1179.(79)

Por otro lado, estudios como los de Talchai y colaboradores,(90) han
demostrado que la disminucién de las células B durante el embarazo y el
envejecimiento, se asocia en mayor grado a una des-diferenciacion de

estas células y no a la muerte programada de las mismas. Este trabajo
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vuelve a renovar una teoria expuesta por Weir (95) que ya entonces
sugeria que la des-diferenciacidon de las células B durante el desarrollo de
la DM2, es un proceso que se produce porque las células pierden las
caracteristicas que las definen como tal, y por tanto regresan a un estado
inmaduro previo (como en la época fetal o neonatal) conllevando a una

alteracion de la secrecidn de insulina (Figura 5).

p-cell dedifferentiation - endocrine dysfunction

Genetic mutation

p-cell T2D (?) De-diff p-cell Non-$ endocrine cell
Foxo1+ (cyt) Foxo1- Foxo1-
Ins+ Ins- Ins-/Gcg+/PP+/Sst+
Chr+
Nan3+

Figura 5. Proceso de Des-diferenciacion de la célula 8. Mecanismo por el que reduce la
masa celular 8. Se cree que este proceso se activa con el envejecimiento (Aging),
debido a mutaciones (Genetic Mutation) e incluso en ambientes hiperglicémicos (T2D =
DM2) Cortesia de Ben Z. Stanger & Matthias Hebrok. Control of Cell Identity in
Pancreas Development and Regeneration. Gastroenterology. 2013 June; 144(6): 1170-
1179.(79)

Otro interesante grupo de mecanismos reguladores del crecimiento
celular estd vinculado a las vias de sefializacién. La sefializacién mediante
los receptores de la insulina y del Factor de Crecimiento Insulinico tipo 1
(IGF-1) es esencial para la masa de células B a merced de los efectos en la
replicacion y la supervivencia.(79;92) Otras sefales extracelulares
implicadas en el crecimiento de las células B también involucran a la
hormona del crecimiento, al lactégeno placentario, la prolactina, el factor
de crecimiento epidérmico, la gastrina y al GLP-1. Una de las principales
motivaciones para comprender los principios moleculares del crecimiento

de las células B estriba en las posibilidades de desarrollo de tratamientos
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dirigidos para estimular el crecimiento controlado de las células B. El uso
terapéutico de las incretinas proporciona un claro ejemplo de este
concepto. Estudios en roedores han indicado que una parte de los efectos
beneficiosos de los analogos del GLP-1 y de los inhibidores de la
degradacidon enzimatica del GLP-1 (inhibidores de la DPP-4) es justamente
el estimulo a la regeneracién de las células B. De hecho algunos de estos
nuevos farmacos fundamentan su efecto en la capacidad para aumentar la
masa celular B. (99) Sin embargo, su efecto se pierde al suspender la
medicacién con lo cual se sigue escapando el mecanismo que logre

establecer una dindmica estable en las células B.

Pruebas en ratones también muestran considerable plasticidad dentro de
islotes, lo que permite conversiones de las células de los islotes en una u
otra estirpe, segun las necesidades el organismo y sélo de cara a una
extrema destruccion de células B. (98) En este sentido trabajos como el de
Bramswing et al.(100) han demostrado ser utiles pues describen que
gracias a lineas celulares clonales seleccionadas para ciertas
caracteristicas, tales como defectos de secrecidon después de la exposicion
alta a glucosa o una glucotoxicidad crdnica o la susceptibilidad a la muerte
inducida por citoquinas pueden ejercer un efecto de peso mayor del que

se pensaba, como veremos mas adelante. (101)

4. PERDIDA DE LA MASA CELULAR B

Los aspectos relacionados con la proliferacidn, supervivencia y destruccion
de la célula B pancreatica estdn siendo objeto de estudio por muchos
grupos de investigacion en los ultimos afos. Estas investigaciones han

generado un modelo patogénico en el que |la apoptosis de la célula B junto
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con una capacidad limitada de regeneracidon de la misma, a partir de sus
células progenitoras que conduce a una insuficiencia del pancreas
endocrino para controlar el metabolismo glucidico. Los efectos colaterales
de esta pérdida de control metabdlico conducen a su vez a complicaciones

importantes asociadas a la glucotoxicidad. (92;96;101;102)

Se conoce que el descenso relativo o absoluto de la masa de células B
pancreaticas es el comun denominador de todas las formas de diabetes.
Pero a diferencia de anteriores conceptos, se ha demostrado que la
deficiencia parcial de las células B es el principal defecto fisiopatoldgico en
la DM2 y no solamente una caracteristica de la DM1 (en la que la

deficiencia es mas completa). (92)

La muerte de la célula B es el factor clave en la DM1, ya que cuando la
masa celular disminuye por debajo de unos niveles criticos, aparecen los
sintomas clinicos que a su vez son reflejo de la hiperglucemia grave y de
las complicaciones metabdlicas resultantes.(98) Sin embargo, el concepto
de dafio de la célula B, ultimamente también se ha hecho patente en el
desarrollo de la DM2, donde quizas el proceso destructivo tiene un papel
mas insidioso, pero que indefectiblemente termina por desencadenar una
insuficiencia pancreatica. Esto quizas sea debido a que la masa de células
B varia a lo largo de la historia natural de la enfermedad.(102) Una
evidencia de ello se observa en las personas en las que la evolucidon de su
diabetes primariamente se controla con dieta, luego se controla sélo si
asocian al tratamiento, antidiabéticos orales y aun asi terminan por

necesitar la administracion de insulina para regular la glucemia.

La apoptosis es un proceso de muerte celular regulada que participa en el

modelamiento del organismo durante el desarrollo embrionario y en el
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control de las poblaciones celulares en la vida adulta. Tanto el exceso de
muerte apoptdtica como su defecto estan actualmente implicados en el
desarrollo de numerosas enfermedades.(103;104) Esta via de muerte
programada esta regulada de una manera compleja y basicamente
consiste en su control por sefiales extracelulares que ponen en marcha un
proceso autodestructivo en el que la mitocondria actuaria como arsenal
que libera factores apoptogénicos que inician un proceso de destruccion
de proteinas claves para la supervivencia celular y la del ADN. Estas
sefales extracelulares pueden ser proteinas producidas por otras células
que en este caso actuarian como inductoras, pero también pueden ser
moléculas pequeiias que pueden llegar a ser toxicas para células con
defensas disminuidas o incluso factores ambientales como radiaciones, o

sustancias presentes en los alimentos. (101)

Es importante resaltar que la muerte celular por apoptosis es
consecuencia de una accion predominante de factores denominados pro-
apoptéticos y que las células tienen mecanismos de defensa que
contrarrestan buena parte de las sefales extracelulares que estan
recibiendo. Por ello, el destino final de la célula resulta de la capacidad
gue tienen sus sistemas de defensa para contrarrestar el ataque. Dada la
complejidad del proceso de muerte celular por apoptosis y de su
regulacion, los estudios experimentales realizados hasta ahora en modelos
animales y celulares de DM1 y DM2 muestran un escenario diverso, donde
el mecanismo es nuevamente multifactorial (Figura 6)(105). De todo esto
se deduce que el determinante real de la disminucion de la masa de

células B en el individuo con DM2, es un aumento de la tasa de apoptosis.
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Figura 6. La disminucidn de la masa celular 8 ocurre por diferentes mecanismos, tales
como: la apoptosis, la des-diferenciacion y fallos en la regeneracion. Todos ellos
influenciados por un medio metabdlico alterado que genera un estrés oxidativo.
Cortesia de Tadahiro Kitamura The role of FOXO1 in B-cell failure and type 2 diabetes
mellitus. Nature Reviews Endocrinology. 2013. 9, 615-623. (105)

En lo que se refiere a los mecanismos de destruccion celular propiamente
dichos, las citoquinas solubles del tipo la interleukina-1B (IL-1B) interferdn
gamma (INF-8) y el Factor de Necrosis Tumoral A (TNFa), tienen una
accion apoptdtica marcada sobre células B y podrian por tanto estar
implicados en el proceso destructivo en la diabetes.(106) Buena parte de
las acciones deletéreas de la IL-1B dependen de la produccién de éxido
nitrico en el interior de la célula. Esta molécula tiene diversas acciones
dependiendo de su concentracion en el interior de la célula y de su
combinacién con otras moléculas generadas en situaciones de estrés

oxidativo. La IL-1B induce la expresion de una forma muy activa de la
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enzima que cataliza la generacidon de 6xido nitrico a partir del aminodcido
arginina, la isoforma 2 de la sintetasa del d6xido nitrico (NOS2). En estas
condiciones, la producciéon de altas concentraciones de oxido nitrico
desborda los mecanismos de neutralizacién que por otra parte son poco
eficaces en la célula B y por tanto se pone en marcha el proceso de

destruccion celular por apoptosis.(107)

La intervencion terapéutica temprana en la DM2 es basica para preservar
la funcidn de las células B. Muchos investigadores afirman que los mejores
resultados de remision de DM2 ocurren en sujetos con una historia mas
corta de evolucion de la enfermedad. Si bien en los individuos obesos esta
mejora se determina porque la disminucion de peso mejora la Rl, en los
individuos diabéticos no obesos es fundamental evitar el agotamiento de

las células B del pancreas.

El estrés metabdlico y un medio inflamatorio crdénicos generan un
deterioro en las células B; son condiciones que a su vez son consecuencias
del fallo de las mismas, lo que crea un circulo vicioso que culmina con el
fallo pancredtico, que una vez establecido dificilmente se puede revertir.
Es posible que el pancreas se someta a un periodo de la regeneracion
dentro de un periodo compensatorio temprano y, en ese periodo, niveles
normales de glucemia puedan recuperar la funcionalidad de la masa
celular B pero si la hiperglucemia persiste, los mecanismos
compensatorios se agotan.(106) En este sentido, se maneja una hipodtesis
propuesta por Fenske y colaboradores en 2012 (108) donde el efecto de
glucotoxicidad puede provocar un dafio inmunoldégico tal que lo que en
inicio fuera una respuesta inmune natural, con el tiempo se convierta en

una respuesta condicionada por un mecanismo de memoria inmunitaria,
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pasando la DM2 a considerarse como una DM1. Las investigaciones

moleculares a nivel celular estan llevando a este camino.

5. MECANISMOS QUE GENERAN DISFUNCION DE LAS CELULAS B

Muchos factores de estrés fisioldgicos afectan la funcion de células B. Las
células B responden a la activacion de vias de compensacién para mejorar
la respuesta secretora de insulina en presencia de hiperglucemia. Sin
embargo, al mismo tiempo se activan varios programas intrinsecos que
sinérgicamente promueven la disfuncion de estas células y, en ultima
instancia, la muerte de las mismas.(103) Existen multiples factores que
promueven la disfuncién de la masa celular B, entre ellos describimos los

siguientes:
5.1.- El estrés del Reticulo Endoplasmico

El estrés del Reticulo Endopldsmico (RE) parece surgir cuando se
incrementa la produccion de insulina para satisfacer la demanda
metabdlica aumentada. Ello hace necesario el aumento de flujo a través
del RE rugoso, con la tensidon evidente en la respuesta a proteinas
desplegadas que activan la via secretora de la proinsulina. Tales cambios
pueden promover la disfuncidn secretora de las células B v, si la condicion

se mantiene en el tiempo, la apoptosis celular. (109)

En un estudio publicado en 2012, investigadores de |la Universidad de San
Francisco (UCSF)(110) han descrito que la destruccién de las células B y la
diabetes subyacente tiene su fundamento en una proteina llamada
Tiorredoxina de interaccion (TXNIP). Esta molécula actua como cofactor

proteinico y parece clave en la amplificaciéon del estrés del RE en las
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primeras etapas de la diabetes. La TXNIP tiene la capacidad de activar un
sistema inflamatorio de citokinas a través de intelukina 1. (IL-1) La
inhibicién de la TXNIP en las personas puede proteger sus células B de la
apotosis inducida por inflamacion vy, tal vez, retrasar la aparicién de la

diabetes.(111)

5.2.- Estrés Metabdlico y Oxidativo

El estrés Metabdlico y Oxidativo Metabdlico se deriva de una alteracién en
el estado nutricional, es decir, es una condicidon que suele estar asociada a
la obesidad extrema. En casos de obesidad mérbida, el dafio a la célula
se produce por tres elementos: la glucotoxicidad, la lipotoxicidad, y la
gluco-lipotoxicidad.(112) La relacion entre estos 3 elementos y la
respuesta inflamatoria autoinmune de los sujetos obesos diabéticos esta
muy bien descrita en varios estudios. Mas adelante se hara un analisis del
estrés oxidativo asociado a la glucotoxicidad, que es el fendbmeno que

destaca en los sujetos diabéticos no obesos.

Tal vez, un concepto emergente es el vinculo entre el estrés oxidativo y el
dano del ADN que conduce a la expresidon de un factor de transcripcion
alterada. Aunque las células B estan programadas para proveer de energia
a través de la produccidon de ATP y generar mecanismos de sefalizacion
secundaria aun en un ambiente rico en procesos oxidativos, trabajar
continuamente en este medio agota su capacidad. Ello es debido a que las
células B carecen de ciertas enzimas antioxidantes que disponen otras
estirpes celulares que son reactivas con el oxigeno y sus derivados. El
aumento de la produccién de derivados oxidados puede promover la

disfuncién de la masa celular B y con ello promover a su disfuncién. (106)
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5.3.- Inflamacion

Es ampliamente conocida la relacién de la obesidad con un estado pro-
inflamatorio crénico. Y este estado de inflamacion promueve la RI,
manifestaciones clinicas de la DM2 y el sindrome metabdlico. No
obstante, esta asociacion no parece tan clara cuando existen individuos
obesos sin DM2 vy, por el contrario, individuos delgados con la
enfermedad. Mas alld de la predisposicion genética hay varias lineas de
investigacion abiertas que tratan este tema desde el punto de vista de la

respuesta inflamatoria.(113)

Es evidente que la inflamacién crdonica de bajo grado juega un papel
importante en la patogénesis de la RI. De hecho los individuos diabéticos
con RI cursan con niveles elevados de Proteina C Reactiva (PCR) y de
citokinas proinflamatorias tales como el TNFa vy la inteleukina-6 (IL-6),(114)
pero no asi en los pacientes no diabéticos, independientemente de su
IMC. Otros marcadores que se han estudiado son: el acido sialico, la
glicoproteina acida a-1, el cortisol y la interleukina-1 (IL-
1B).(106;112;115) En todos ellos y otras citokinas proinflamatorias
similares puede establecerse un nexo con la génesis de la DM2 y con la
presencia de eventos cardiovasculares o enfermedades renales,
independientes del grado de obesidad. (116) Todo ello sugiere que la DM?2
es en si una enfermedad inflamatoria, cuyos mecanismos aun no se han

descubierto.(2)

La histologia de islotes de pacientes con DM2 posee caracteristicas tipicas
de la inflamacion del tejido incluyendo la expresién de citokinas vy
quimiokinas. Ademas son caracteristicos de individuos diabéticos cuyos

islotes estén desestructurados por la presencia de infiltrado celular
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inflamatorio, de amiloide, de fibrosis e incluso por la masa de células B en
apoptosis. (113) Antes se pensaba que esto era consecuencia de la
evolucién natural de la enfermedad y que la causa de esta infamacion era
exclusivamente atribuible al estrés metabdlico, es decir, hiperglucemia
elevada y los niveles altos de AGL. Sin embargo, si bien es cierto que estos
elementos son condicionantes para la génesis del proceso, investigadores
como Phillips et al. (117)han demostrado una serie de fendmenos en
cascada dentro de las células del islote pancreatico, en especial de las
células B, que se activan como respuesta inmunoldgica innata (Figura

7).(118)

Mientras que el proceso inflamatorio anterior puede contribuir a la
secrecion de insulina defectuosa en pacientes con DM2, el sistema inmune
también puede contribuir a la adaptacion de células B durante los estados
de aumento de la demanda de insulina. De hecho, la IL-6 es elevada de
forma aguda por el ejercicio y cronicamente por la obesidad y la DM. La IL-

6 también estimula las a las células a del pancreas a secretar glucagén.(2)

También refuerza la importancia de las interacciones locales entre las
células a y B. Mas alla de las vias inflamatorias descritas anteriormente, el
sistema inmune adaptativo puede eventualmente también ser activado en
pacientes con DM2. De hecho, se han detectado en los islotes de sujetos
con DM2 un tipo de célula inmunoldgica del tipo linfocito T, llamados:
linfocitosT-autoantigeno sensible. Su nimero aumenta con el tiempo y
parece que se correlacione con una la precipitaciéon de la progresion de la
enfermedad.(123) No obstante, el papel de la autoinmunidad de islote en

el contexto de la DM2 y sus mecanismos aun no se ha dilucidado.
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5.4.- Amiloide en el pancreas

La Amilina es una proteina que funciona como parte del pdancreas
endocrino y contribuye al control de la glucemia. El péptido se secreta a
partir de los islotes pancreaticos en la circulaciéon sanguinea. La funcion
metabdlica de la amilina es comparable a la insulina en el sentido de que
se activa ante la presencia de glucosa en sangre, pero actia como un

inhibidor de la aparicion de la glucosa en el plasma.(124)

Por lo tanto, funciona como un socio sinérgico a la insulina, con la que se
secreta a partir de células B pancreaticas en respuesta a las comidas. El
efecto global es reducir la velocidad de apariciéon de la glucosa en la sangre
después de comer; esto se logra a través de coordinar ralentizar el vaciado
gastrico, la inhibicién de la secrecion de acido en el estdmago o de
enzimas pancreaticas, o de la expulsion de bilis por parte del higado.
También se conoce un efecto anorexigeno a nivel central. Asi mismo
inhibe la neoglucogénesis compensadora a través de la liberacién de
glucagdén. Sus efectos colectivamente reducen la demanda total de

insulina. (123)

La amilina se genera en las células B en forma de un precursor
denominado IAPP. Cuando la demanda de insulina aumenta en la DM2, la
demanda de amilina también. Sin embargo, las enzimas que convierten las
moléculas precursoras en la insulina (proinsulina) y de amilina (IAPP), no
son capaces de mantener una actividad elevada, y por lo tanto a expensas
de formar mas insulina se empieza a acumular IAPP. La agregacion de
granulos de IAPP conduce a la formaciéon de amiloide dentro de los islotes
que puede conducir a la apoptosis inducida por amiloide de las células

B.(119-121)
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Metabolic Stress

Figura 7. Inflamacion en la célula 8. La hiperglucemia y niveles elevados de AGL activan
receptores en la célula 8 llamados inflamosomaa. Estas proteinas activan una cascada
inflamatoria que involucra a la interleukina-18 que a su vez promueve la liberacion de
quimiocinas seguido por reclutamiento de macrofagos como respuesta inflamatoria
natural y rdpida. No obstante estos macrofagos magnifican la sefal inflamatoria
secretando mds citokinas. Ademds el amiloide también contribuye a reclutar mds
células inflamatorias y cuando el proceso se hace cronico el pdncreas se ve infiltrado
por otras células inflamatorias. Todo este sistema se retroalimenta y conlleva a
concentraciones perjudiciales de IL-18. Cortesia de: Donath MY. Targeting
inflammation in the treatment of type 2 diabetes. Diabetes Obes Metab.
2013;15(Suppl. 3):193-196.(118)

5.5.- La integridad y organizacion de los islotes pancredticos

Los estados de hiperglucemia generan estados inflamatorios que alteran la
integridad y organizacion de los islotes pancredticos. Es por todos
conocidos que el pancreas en individuos con DM2 suele estar infiltrado
por células inflamatorias. Asi mismo, el acimulo de amiloide contribuye a
la apoptosis celular. Esta condicidon puede contribuir a la mala regulacion

de la secrecién de insulina y glucagdn, quizas contribuyendo a la
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hiperglucagonemia que exacerba la hiperglucemia en DM2. Ademas, la
pérdida de la integridad de los islotes podria disminuir la respuesta de las

células B a las incretinas. (106)

6. LA GLUCOTOXICIDAD

La glucotoxicidad es un concepto renovado que esta intimamente
involucrado tanto en la patogénesis de la DM2 como en su evolucion en el
fracaso secundario al tratamiento farmacoldgico con hipoglucemiantes
orales. Se dice que es un concepto renovado pues ya en 1940 Haist,
Campbell y Charles Best, sugirieron la teoria de la glucotoxicidad y mas
tarde el término fue retomado por Rossetti.(122) Por otro lado, Unger y
sus colegas también proponen que dentro del concepto de glucotoxicidad
se incluya la sobreestimulacién continua de la célula B por la glucemia
elevada, lo que podria eventualmente conducir a agotamiento de las
reservas de insulina, el empeoramiento de la hiperglucemia, y finalmente

el deterioro de la funcién celular B. (123)

La glucotoxicidad puede definirse como el conjunto de efectos adversos
gue producen los altos niveles de glucosa en sangre de forma crénica
ejerciendo un efecto deletéreo sobre las estructuras celulares y sus
funciones. Estos niveles moderados y altos de glucosa, mantenidos en el
tiempo, pueden inducir un estado de resistencia a la insulina (RI) vy
disminucidn progresiva de la secrecién de dicha hormona.(122)

La accidn principal de la glucotoxicidad en la fisiopatologia de la DM2 es la
formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de su relacién
con el estrés oxidativo que afecta a las células B.(124) Como hemos

comentado previamente, las células B tienen niveles muy bajos de
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enzimas antioxidantes en comparacién con otros tejidos, lo que sugiere
que esta estirpe celular es especialmente vulnerable al estrés oxidativo.
Sin embargo, mas alla del estrés oxidativo es evidente que son diversos los
efectos toxicos de la glucosa en la célula B y cabe destacar que aunque la
masas celular no haya disminuido, la funcién celular si esta fuertemente
alterada. Toda esta situacidon sugiere que los niveles de hiperglucemia
crénica, por si misma, pueden inducir un defecto funcional en la liberacion
de insulina. Los mecanismos que se generan por efecto de la
glucotoxicidad se relacionan directamente con la produccidn y funcion de
la insulina, asi como con la RI.(125) Algunos de estos mecanismos se
resumen en el siguiente cuadro (Figura 8).

Los mecanismos que generan un exceso de glucosa en sangre pueden ser

variados entre ellos(126):

Fiaura 8. Mecanismos de Glucotoxicidad.

m"% GlucosaT @ ® MECANISMOS DE GLUCOTOXICIDAD
Insulina ! o i
) O 1. Glicosilacion de proteinas. Tanto de la insulina como
. =Y ] de los receptores de la hormona o de la glucosa.
Q/- r 2. Alteracion receptores de glucosa tipo GLUT.
: 3. Disminucion de actividad de fosfolipasa C.
e : ' v P
/‘.5/";, \,/ A é 6) 4. Secrecion descompensada de insulina.
s . — A 5. Aumento radicales libres
E _t_ . lReceptores ]
@ [Tisums] Oreecucs
|
Alteracion .
| Receptores > »
Tipo GLUT Actividad de lal
J FosfolipasaC
® T - GLUT
Radlcalesllbres? .
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1. La Glicosilacién de proteinas. En un medio excesivamente
hiperglucémico; la glucosa se une a los terminales N de las proteinas y se
altera su funcidn. Esto puede ocurrir en la propia hormona insulina, como
en los receptores de insulina o de glucosa.

2. Disminucion de la sintesis y actividad del transportador de
glucosa 4 (GLUT 4) en el musculo y en la célula B (GLUT 2). Estos
receptores son esenciales para el metabolismo glucidico celular. Ante un
aumento de glucosa en sangre el organismo compensa reduciendo el
numero o actividad.

3. Disminucién de la actividad de la fosfolipasa C. Esta enzima es
necesaria para la formacidén de inositol fosfatos, que participan en la
secrecion insulinica. Disminuyendo su actividad también se altera la
produccién de insulina y se acumula proinsulina.

4. Secrecion descompensada de insulina. La hiperinsulinemia tiene
un efecto de retroalimentacién negativa frenando la sintesis de la
hormona.

5. Aumento de radicales libres. La glucosa actia como un radical

libre produciendo citotoxicidad.

Glucolipotoxicidad. En los casos de individuos obesos y diabéticos se
acepta que la DM2 es una enfermedad tanto del metabolismo de los
carbohidratos como de las grasas y que la diabetes tiene un fundamento
en la Rl. No obstante, no todos los obesos desarrollan diabetes, por lo que
se deduce que existe una susceptibilidad genética a desarrollarla cuando
los factores ambientales se conjugan para ello. Los obesos con R, tienen
un gran aumento de la lipogénesis, que es la forma de depdsito del exceso

de calorias como triglicéridos, pero también presentan una lipdlisis
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aumentada comparado con sujetos de peso normal o delgados y a
consecuencia de ello una elevacién de los Acidos Grasos Libres (AGL) y de
la RI.(127;128)

Es conocido que los AGL son el nexo entre obesidad, la Rl y Ia
hiperinsulinemia; y que el aumento crénico de ellos induce también
disminucion de la secrecion insulinica con intolerancia a la glucosa (IG) y
que finalmente desemboca en la clinica de la DM2. Por otra parte,
hiperglucemias crénicas leves o moderadas, propias de la IG, mantienen y
exacerban los defectos secretorios de insulina observados en la DM2 y ello
contribuye a su vez a la RI, en sujetos no obesos. Visto asi, los niveles altos
de glucosa no sélo representan la manifestacion bioquimica de Ia
enfermedad, sino que son en si mismos un factor responsable vy
permanente de mantener el estado diabético. En DM2, ya sea lo inicial el
dafio de la célula B o la RI, la hiperglucemia juega un papel central en

iniciar y mantener estos defectos.(128)
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TECNICAS QUIRURGICA EN CIRUGIA BARIATRICA Y METABOLICA
1. GENERALIDADES

La cirugia bariatrica ha demostrado ser el tratamiento mas eficaz para los
pacientes con obesidad moérbida.(129) Las diferentes técnicas de cirugia
baridtrica han sido desarrolladas con base en la modificacion de Ia
capacidad de ingesta o de la superficie de absorcion de los nutrientes.
Con estas variaciones se logra que se altere el patron de secrecion de
todos los péptidos que regulan la ingesta tanto en el metabolismo de los
lipidos como de los glucidos. En la actualidad existen diversas técnicas
quirurgicas para el tratamiento de la obesidad madrbida, pero aun hoy,
todavia es dificil aceptar de forma generalizada cudl es la técnica mas
idonea para la pérdida mantenida de peso a menor riesgo quirurgico,
menores complicaciones, menor coste y, sobre todo, capaz de reducir las

comorbilidades asociadas a la obesidad.

La gran diversidad de modificaciones en los tres grupos principales de
técnicas quirurgicas (restrictivas, malabsortivas y mixtas) demuestra que
no hay un firme fundamento fisiopatoldgico que permita disenar la que se
podria considerar la mas adecuada. Y ello muy probablemente se debe,
por una parte, a las dificultades impuestas por la compleja etiopatogenia
de la enfermedad y por otra, a que son escasos los modelos

experimentales existentes.(130)

Desde el trabajo de Buchwald et al. (131) el bypass Gastrico en Y de Roux
(BPG) es el procedimiento que mas datos ha aportado en este sentido,
pero los resultados mas consistentes en el tiempo corresponden a la
Derivacion Biliopancreatica (DBP). Lo uUnico claro hasta hoy en dia es que

las técnicas restrictivas puras logran reducciones ponderales menores que
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las técnicas malabsortivas, y que éstas ultimas, aunque tienen un efecto

terapéutico mas permanente en el tiempo, generan muchos problemas de

déficit de nutrientes.(38) A continuacién en la Tabla 1, se esquematiza una

clasificacion general de las técnicas baridtricas y metabdlicas mas

utilizadas.

Tabla 1. Técnicas Quirurgicas De Cirugia Baridtrica y Metabdlica.

TIPO
MALABSORTIVAS
PURAS
RESTRICTIVAS

MIXTAS

EXPERIMENTALES

TECNICA
Bypass yeyunoileal (JIB)

Gastroplastia anillada
Banda Gastrica Ajustable (BGA)
Gastrectomia Vertical

Bypass Gastrointestinal en Y de Roux
Derivacion Biliopancreatica

Cruce Duodenal (CD) o Switch
Duodenal.

Minibypass Gastrico (MBG)
Trasposicion lleal (TI)

Derivaciéon Duodenoileal de una
anastomosis. (Single Anastomosis
Doudeno-ileal + Sleeve Gastrectomy)
Bypass Gastrico de una sola
anastomosis

Bypass Duodenoyeyunal (DJB) sin
gastrectomia

Gastroplastia Tubular Plicada (GTP)

CARACTERISTICA

No se practica actualmente

En desuso

Efectividad segun dispositivo
Indicacion uUnica Vs. Primer
paso de un Switch
GOLD-STANDAR

(Scopinaro, Larrad, Marceau)
Alta Dificultad Técnica

Mixta de Asa corta
Malabsortiva con intencion
metabodlica

SADI —SG cirugia metabdlica.
BAGUA — variante del MBG.

Intencién tratamiento DM2

Restrictiva

Ademas estan las técnicas bariatricas endoscdpicas tales como:

e Baldn intragastrico (restrictiva)

e Endobarrier (malabsortiva)

e POSE - Primary Obesity Surgery Endoluminal (restrictiva)
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2. DESCRIPCION DE LAS TECNICAS QUIRURGICAS ASOCIADAS A CIRUGIA
BARIATRICA Y METABOLICA.

I. TECNICA MALABSORTIVA - BYPASS YEYUNO-ILEAL

Esta técnica desfuncionalizaba el intestino, al seccionarlo a nivel del
yeyuno alto, haciendo luego una anastomosis de la boca yeyunal
proveniente del estdmago al ileon terminal, abandonando el cabo
excluido (Figura 1). Su aplicacidn tiene origen en los inicios de la década de
los cincuenta (R. Varco 1953) y su fundamento era la exclusién del paso de
los alimentos a nivel de intestino proximal,
puesto que se habia observado que este
mecanismo promovia la reduccién de peso.
(132)Sin embargo mientras se practicé no se
tuvo claro conocimiento de cudles eras las
bases que promovian la pérdida de peso mas

alla de la légica explicacion que supone la

alteracion de la absorcion de los nutrientes.
Figura 1. Bypass Yeyuno-ileal (134)

No obstante, las complicaciones principales de esta técnica son la
desnutricion, la malabsorcion de minerales (como el calcio cuyo déficit
generd importantes casos de osteopenia) y sobre todo las alteraciones
hepaticas. Debido a los problemas hepaticos se planted que este tipo de
derivacion podria generar un factor hepatotdxico por parte del segmento
intestinal excluido post bypass. A este factor también fue atribuida la
mayor incidencia de litiasis biliar en este tipo de intervenciones. Ademas,
existen estudios(133) con ratas obesas y diabéticas donde los resultados

post bypass yeyunoileal son pobres, ya que los animales mantienen los
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niveles de hiperinsulinismo y de hipertrigliceridemia, con lo cual como
técnica para cirugia metabdlica no parece adecuada a largo plazo, y se ha

abandonado como técnica bariatrica.

Il. TECNICAS RESTRICTIVAS
Il. 1. GASTROPLASTIA ANILLADA

Desde la década de los setenta se disefiaron varias técnicas de
gastroplastias, cuya finalidad era actuar sobre la camara gastrica. De todas
ellas, la gastroplastia vertical con banda de Mason(134) fue la mas
practicada sobre todo durante la década de los ochenta. Esta técnica
consiste en la creacion de 2 reservorios gastricos uno de ellos, el proximal,
es pequeno (20 ml) y se halla verticalizado separado del resto mediante
grapas. Ademas se coloca una anilla o banda que produce una estenosis de
unos 5 cm de diametro por donde los alimentos quedan frenados (Figura
2).

Se trata de una técnica de tiempo operatorio corto y permite una rapida
recuperacion del paciente. Presenta pocas complicaciones, una baja
mortalidad, y es facil de reintervenir si es necesario.(135) Entre los
inconvenientes, muestra una efectividad variable a largo plazo con una
pérdida del sobrepeso variable, vdmitos frecuentes, y una recuperacion
del peso con el tiempo por poco control alimentario por parte del
enfermo. También precisa de un alto indice de reintervenciones por fallo
de la linea de grapas y conversiones a otro tipo de técnica. La colaboracion
del paciente en cuanto a control de la ingesta es un factor importante en
los resultados, ya que una ingesta excesiva produce vomitos frecuentes y

reflujo gastroesofagico que agreden con el tiempo la linea de sutura. La
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asociacion de un dispositivo externo adyacente a una linea de sutura suele
perpetuar complicaciones como la fuga, lo que ha llevado al desuso de la

misma. (135;136)

&

Figura 2. (137) Figura 3. (139) Figura 4. (141)

Gastroplastia anillada. Banda Gdstrica Ajustable Gastrectomia Vertical

Il. 2. BANDA GASTRICA AJUSTABLE

Técnica que utiliza un dispositivo que actia como barrera y disminuye la
capacidad de distension gastrica. Se desarrollé en los anos ochenta con el
propodsito de evitar una cirugia directa de la pared del estémago pero
logrando la finalidad concreta de disminuir la ingesta. La anilla gastrica
ajustable, técnicamente, consiste en rodear la parte superior del
estdbmago con una banda ajustable de silicona creando un reservorio
gastrico de 50 cc por el que pasan los alimentos con mayor dificultad y

logrando sensacién de plenitud mas rapidamente.(137)(Figura 3)

Consta de una camara interior expansible a través de un puerto que queda
anclado de forma subcutanea, lo que permite el inflado o desinflado de la
banda. Con esto podemos modificar el vaciado de los alimentos sin

necesidad de reintervenir quirdrgicamente. Hay diferentes patentes de
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este tipo de banda, siendo la americana, la sueca y la francesa las mas
utilizadas. Basicamente hay cuatro tipos de complicaciones relacionadas
con la técnica: la dilatacidn gastrica por encima de la banda, la erosion o
inclusion de la banda en la pared del estdmago, problemas con el puerto
que la conecta y trastornos motores y esofagicos, que han sido desde
siempre los mas dificiles de tratar puesto que son consistentes en el
tiempo. El efecto beneficioso de esta cirugia sobre el metabolismo
hidrocarbonado al parecer esta mas asociado a la pérdida de peso que a

un efecto directo. (138)

Il. 3. GASTRECTOMIA VERTICAL (GV) O SLEEVE GASTRECTOMY

La gastrectomia vertical consiste en una reseccion del tejido del estdmago
que comprende un 80% de la capacidad del mismo, con exéresis del
fundus y cuerpo del estomago de forma lineal desde una situacion a
aproximadamente 4 cm del piloro hasta el angulo de Hiss, quedando un
remanente gastrico que oscila de los 50 ml a 150 ml, segun el tamafno de

la sonda guia. (Figura 4)

La gastrectomia vertical procede de la técnica de derivacidn
biliopancredtica (DBP) de Hess y Marceau en 1990. En la DBP original, un
primer tiempo se enfocaba en la reduccion gastrica con el diseifio de una
plastia tubular para, posteriormente, realizar el bypass duodenal. En 2002,
Gagner (139) presenta este primer tiempo de la DBP como una
intervencion unica, ya que por dificultades técnicas no se pudo realizar el
segundo tiempo. Y planted esta reduccion gastrica como punto inicial para
producir una pérdida de peso primaria que luego, al cabo de unos meses,

cuando el paciente lograse condiciones fisiolégicas idoneas, continuar con
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la segunda fase de la técnica. Con el tiempo, este planteamiento fue
protocolizado para los pacientes con alto riesgo quirdrgico o anestésico
y/o con grados muy altos de obesidad mdrbida (mas de 60 de IMC.) Pero
aflos mas tarde, los pacientes se negaban a someterse a una segunda fase

de la cirugia pues reconocian estar satisfechos con su pérdida ponderal.

Por lo tanto, desde hace unos anos esta técnica ha pasado de ser un
primer tiempo, a un tiempo definitivo; ya que se ha comprobado que
muchos pacientes presentaban soélo con la GV una pérdida de peso
notable, con una buena calidad de vida y sin los posibles inconvenientes
de la técnica malabsortiva afiadida.(138;140) Ademas, se omite un tiempo
quirurgico, lo que beneficia mucho a este tipo de pacientes que tienen
muchas comorbilidades asociadas. A todo esto también se ha sumado el
propio deseo de los pacientes de no someterse a la segunda cirugia, pues
la pérdida de peso inicial es para ellos satisfactoria. Esto ha hecho que se
reconsidere la GV como entidad Unica dentro de las técnicas quirdrgicas

bariatricas:

Este procedimiento ha calado hondamente entre los cirujanos bariatricos,
sobre todo en grupos noveles, pues en inicio presenta menos
complejidades técnicas que otras cirugias y se elimina la necesidad de una
anastomosis. No obstante, no es ni mucho menos, la técnica que menos
complicaciones acarrea. Entre dichas complicaciones las fistulas derivadas
de fugas a nivel del angulo de Hiss han hecho que varios autores
desarrollen teorias y estudios complejos para explicar formas de
prevenirlas, con resultados y conclusiones muy dispares. En este sentido
han cobrado mas protagonismo todas aquellas maniobras que hacen
posible el tratamiento de las mismas, pues hasta un 3% de los pacientes

operados pueden presentar esta complicacién de forma temprana o
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tardia. En diferentes foros quirdrgicos se desaconseja esta técnica en
pacientes con enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) dado que

empeora la evolucion y clinica de la misma. (141)

Il. TECNICAS DE COMPONENTE MIXTO
lll. 1. BYPASS GASTRO-YEYUNAL EN Y DE ROUX (BPG)

Técnicamente lo que caracteriza al Bypass Gastrico en Y de Roux (BPG) es
la creacidon de un reservorio gastrico de 20-30 ml acompafiado de un
cambio en la estructura de la anatomia intestinal. Este cambio se produce
al realizar una seccidon del yeyuno distalmente al ligamento de Treitz
(aproximadamente a 100 cm -segun diferentes grupos de estudio-.)
Posteriormente se procede a las anastomosis intestinales: gastro-yeyunal
y yeyuno-yeyunal con el asa alimentaria que suele disponerse entre los
150 y los 200 cm de longitud (segun técnica.)(142;143) Por tanto con el
BPG se crean tres asas intestinales, una de las cuales es la que realiza la
funcidn absortiva de los nutrientes que es llamada asa alimentaria. Luego,
una segunda asa, que es el asa biliopancreatica, se encarga de transportar
la bilis, los jugos gastricos, intestinales y pancreaticos, para la digestion
intestinal. Y por ultimo el asa comun que es la porcidn donde se van a unir
las dos asas anteriores y donde en realidad se realiza el proceso de
digestion. (Figura 5). El BPG combina la restriccién gdstrica con un

componente malabsortivo (fundamento de las técnicas mixtas.)

Actualmente la via de abordaje de eleccidn es la laparoscopica. Ofrece una
buena calidad de vida para el paciente y la pérdida de peso es mayor que
en las técnicas restrictivas puras. Las pérdidas de peso se ha demostrado

qgue se mantienen durante mas de cinco afios desde la intervencion
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quirurgica. Sin embargo, la mayor pérdida de peso tiene lugar en el primer
aflo post-intervencion que en el resto. Su eficacia es limitada para IMC
mayores de 60. Esta técnica tiene una baja incidencia de vOmitos y
reintervenciones. De entre las complicaciones técnicas destacan las fugas
de la linea de grapas del reservorio gastrico y del remanente, las hernias
internas y estenosis de la anastomosis gastrointestinal. En el aspecto

nutricional los elementos mas afectados son la vitamina B12 y el hierro.

(144)
!"3.__\‘%.;
3
Figura 5. (144) Figura 6. (151)
Bypass Gastrico en Y de Roux Cruce Duodenal

1. 2. DERIVACION BILIOPANCREATICA (DBP)

Técnicamente consiste en la reseccion transversal del estédmago
(gastrectomia distal transversal con reservorio gastrico de 200-500 ml de
capacidad) y una reduccion del intestino delgado "util" para disminuir la
absorcion de grasas. Al igual que en el bypass también se crean tres asas

intestinales, (145) dejando un asa comun de aproximadamente 50 cm.

Una de sus variantes es la desarrollada y promovida por Scopinaro en
1979 (146), fue creada para evitar los numerosos efectos secundarios del

bypass yeyuno-ileal, en especial los efectos de alteraciéon hepatica tan
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graves que se sucedian. En contrapartida al bypass yeyuno-ileal, con la
DBP se logra la normalizacion en la absorcién de sales biliares, agua vy
electrolitos y la ausencia de un asa ciega. Desde su descripcion inicial
Scopinaro ha realizado variantes en la técnica, donde se describen 4 fases
(a.Half-half b. Short Loop c. Little Stomach d. Very Little Stomach y e. Ad
hoc Stomach) siendo la ultima la mas difundida y la que se sigue
realizando aun hoy con indicacion sobre pacientes con IMC elevado, o en

los que técnicas previas han fallado.

Otra modalidad de la DBP llevada a cabo en nuestro pais es la DBP de
Larrad (147). En 2008 A. Larrad publica una modificacion de la técnica de
Scopinaro, donde la reseccion gastrica es mayor (4/5 partes) dejando un
reservorio gastrico a expensas del fundus, ello generado por una
gastrectomia subcardial. Ademas se realiza la reconstruccién con un asa
biliopancredtica corta (50-75 cm), un asa alimentaria de mas de 300 cm y
el asa comun de 50 cm de la vdlvula ileocecal. En teoria estos cambios
buscaban disminuir la incidencia de Ulceras en la boca anastomética

gastro-yeyunal.

Y una dultima férmula es la DBP de Marceau(148) que se describe
posteriormente y que se conoce como Cruce o Switch duodenal, donde Ia
principal diferencia con la DBP clasica es |la conservacion del piloro, debido

a que la gastrectomia es vertical y no distal.

Entre las complicaciones a largo plazo de la DBP estan la anemia
ferropénica, las diarreas y la hipoproteinemia. Por ello se hace necesario
una estricta vigilancia nutricional de los pacientes y la administracién de
hierro, calcio y suplementos vitaminicos en el seguimiento sobre todo a

largo plazo. (136)
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l1l. 3. DERIVACION BILIOPANCREATICA CON SWITCH DUODENAL (Switch

o Cruce duodenal)

En los noventa, la técnica de Scopinaro fue adaptada y modificada en
humanos por los trabajos de Marceau y Hess (149;150) con la creaciéon de
una derivacion duodenal o "duodenal switch" y una gastrectomia vertical,
ofreciéndose como una técnica de una efectividad equiparable a otras
técnicas en el tratamiento quirurgico de la obesidad mdrbida. Se trata de
una variante de la DBP con gastrectomia vertical o tubular con
preservacion pilorica y de la actividad vagal. Técnicamente se realiza una
seccidon duodenal a 3 cm del piloro, con una anastomosis duodeno-ileal a
100 cm de la unidn ileocecal (canal comun); el asa alimentaria se realiza a
2,5 m de la valvula ileocecal donde se unira con el asa biliopancreatica.

(Figura 6)

Del Switch destaca que se preserva el antro y el piloro porque se supone
gue asi se evita el vaciado directo de la comida al intestino delgado y
evitamos en gran parte el sindrome de Dumping. Es la intervencidon que
produce mejores pérdidas de peso y proporciona una buena calidad de
vida. Entre las ventajas, la principal es que la pérdida de peso es excelente
y mantenida durante afos (pérdida de sobrepeso 75-90%.) Entre las
desventajas de esta técnica destaca una desnutriciéon severa, con
malabsorcién de hierro y de vitaminas liposolubles (A, D, E, K) que
requieren controles y suplementos. Del mismo modo se han informado de
alteraciones en el vaciado gastrico en los primeros meses tras la cirugia

que en algunos casos han llevado a la reintervencion.(151)

-97-



I11. 4. MINIBYPASS GASTRICO (MBG)

Técnica desarrollada al final de los noventa por Robert Rutledge (152). En
el Minibypass Gastrico (MBG) se divide el estdbmago a nivel de la unién del
cuerpo y el antro, en un lugar donde el asa yeyunal puede ser interpuesto
comodamente. Posteriormente se realiza una gastrectomia tubular
paralela a la curvatura menor y hasta el dngulo de His. El asa yeyunal se
sube de forma antecdlica, y se anastomosa de forma término-lateral al

extremo distal del reservorio gastrico. (Figura 7)

Esta disposicion de la anatomia donde el asa
yeyunal queda distante del eséfago tiene la
intencion de disminuir la incidencia de
esofagitis que parecia acompafar al BPG en
su evolucidn. Para que el BPG llegase hasta la

actual técnica, pasd por variedad de

modalidades que ante todo trataban de

resolver el reflujo biliar y la reganancia Figura 7. Minibypass Gdstrico (155)

de peso con el paso de los anos a causa de la dilatacién de la bolsa
gastrica. Por eso con el tiempo cada vez se iba reduciendo mas y mas el
reservorio gastrico. Sin embargo, algunas complicaciones en el bypass se
siguen sucediendo como la ulcera marginal, la anemia resistente a
tratamiento oral o mas frecuente aun, problemas asociados a nauseas y
vomitos, derivados en su mayoria de estenosis a nivel de la anastomosis.
Es por tanto que el MBG muestra resultados interesantes en relacién a la
disminucion de la tasa de ulceras marginales, esofagitis y de vomitos
asociados a la estenosis de la anastomosis. Asi mismo reduce el tiempo

operatorio y la estancia media hospitalaria. (153;154)
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IV. TECNICAS EXPERIMENTALES
IV. 1. TRASPOSICION ILEAL (T1)

Esta técnica consiste en realizar una trasposicion de un segmento de ileon
terminal y reubicarlo en el tramo digestivo superior después del ligamento
de Treitz de forma isoperistaltica. (Figura 8) La comida poco digerida a
nivel de tubo digestivo superior estimularia la secrecién de GLP-1, y de
forma indirecta mejoraria el perfil glucémico y por ende produciria una

pérdida de peso. (155)

Figura 8 Trasposicion lleal (158) Se inicid de forma experimental en la
década de los ochenta con el objetivo de
establecer cual era la causa que
determinaba la disminucion de la ingesta
después de un bypass yeyuno-ileal. En el
proceso de pérdida de peso después de un
bypass yeyuno-ileal hay una disminucidn

clara de la ingesta que vendria

determinada por la sensacion de malestar
después de las comidas (diarrea, nauseas, flatulencia, etc.) y también por
una sobreestimulacion ileal de nutrientes, los cuales harian disparar unas
sefales internas que inhibirian el apetito y consecuentemente se
produciria una disminucién de peso. Asi pues, se abrid la linea de
investigacidn sobre los mecanismos hormonales implicados en el cambio
del metabolismo haciendo énfasis en la teoria del intestino posterior

(“Hindgut”) (156)

Posteriormente se ha comprobado que la Tl en ratas diabéticas y no

obesas hace mejorar el perfil glucémico pero no les afecta en el peso ni en
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la ingesta. También en otros estudios en ratas se ha comprobado ademas
del aumento del GLP-1, un aumento del PYY. Esta intervencidon supone una
disminucion de la glucosa plasmatica y un mejor control de la DM2 y de
ella se podrian beneficiar pacientes afectos de obesidad modrbida y un
pobre control metabdlico. Sin embargo, en los ensayos clinicos realizados
en pacientes sin obesidad (IMC bajo,) aunque logra efectos metabdlicos

por contraposicion, ha generado cuadros graves de malnutricién.(157;158)

IV. 2. DERIVACION DUODENOILEAL DE UNA SOLA ANASTOMOSIS CON
GASTRECTOMIA VERTICAL. (SADI-SG)

En 2007 el grupo multidisciplinar del Hospital Clinico San Carlos de
Madrid, liderado por el cirujano Sanchez Pernaute (159), trabaja en una
técnica que se deriva del cruce duodenal pero con dos modificaciones
importantes: la anastomosis duodeno-ileal término-lateral y la distancia
constante del asa comun (200 cm contando desde valvula ileocecal) que
se considera importante, pues el mantener constante el tamafno del asa
comun mejora el control de los pacientes, ya que controlan con mayor
fiabilidad el segmento intestinal donde en teoria se hace la “digestion”.
(Figura 9)

La técnica esta siendo sometida a un estudio prospectivo que prevé una
pérdida de peso, por lo menos similar a la obtenida después de bypass
gastrico o el switch duodenal, con los beneficios tedricos de un menor
tiempo operatorio, disminucién de posibles fugas anastométicas (dado
que sélo se realiza una anastomosis) y sin complicaciones por apertura del
mesenterio. Las complicaciones inherentes a esta técnica son en general
las mismas que en la DBP pero al haber sélo una anastomosis, el riesgo de

fuga disminuye (segun han podido demostrar en sus publicaciones.) La
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misma técnica ha sufrido variaciones hoy en dia. Una de ellas implica
preservar el estdmago (obviar la gastrectomia) a fin de lograr una mejor

respuesta metabdlica, con menos pérdida de peso. (159;160)

IV. 3. BYPASS DE UNA SOLA ANASTOMOSIS (BAGUA)

El BAGUA se ha desarrollado a partir del MBG descrito previamente y es
una modificacion que se presenta como opcién quirdrgica para el
tratamiento de la DM2. La modificacion del procedimiento original
consiste en hacer una anastomosis latero-lateral en lugar de término-
lateral como se hace en la técnica original. Este cambio intenta reducir la
exposicion de la mucosa gastrica a la secrecidn bilio-pancreatica, evitando
asi el posible efecto deletéreo de la exposicidn crénica a los jugos biliares

que constituye la critica mas significativa al procedimiento original.

v
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Figura 9. SADI-SG (162) Figura 10. BAGUA (164)

Ademas, al fijar el asa de yeyuno a la nueva bolsa gastrica unos
centimetros por encima de la anastomosis gastro-yeyunal, la secrecion
bilio-pancreatica tiene menos posibilidades de entrar en la cavidad
gastrica (gracias a la fuerza de gravedad). Al ser la anastomosis latero-

lateral, esta posibilidad se reduce aun mas. Ademas, el asa de yeyuno
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refuerza la linea de grapas contra su disrupcion y previene la posible
dilatacion de la bolsa gastrica. (Figura 10)De todas formas, esta técnica
esta en fase experimental y al igual que en el caso del MBG faltan estudios
a largo plazo para saber los efectos derivados del reflujo biliar al

estdmago. (161-163)

IV.4. BYPASS DUODENO-YEYUNAL SIN GASTRECTOMIA (DJB)

En principio la reordenacidon de la anatomia en este tipo de cirugia se
parece al Switch duodenal pero la mayor diferencia es que el volumen
gastrico se mantiene intacto, mientras que todo el duodeno y el yeyuno
proximal se excluyen. El duodeno se secciona proximalmente y se cierra
cerca de 1-2 cm por debajo del piloro. Luego se realiza una anastomosis
desde la seccion pilérica a un asa de yeyuno. La rama biliopancreatica se
divide aproximadamente a 30 cm del ligamento de Treitz y se realiza una
anastomosis término-lateral de 50 cm en el yeyuno en una Y de
Roux.(164;165)

Las ventajas potenciales de esta técnica
son varias como la preservacion del

estdmago, donde su mantenimiento puede

ser adecuado en las zonas geograficas en
las que una alta incidencia de cancer =
gastrico estimularia la preocupaciéon por / )
dejar atrds un estdbmago remanente

inaccesible a la exploracion endoscopica.

Figura 11. Bypass duodenoyeyunal (168)
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Por otra parte, la preservaciéon del estébmago puede evitar las
complicaciones tipicas de BPG como la anemia y la deficiencia de vitamina

B12.

Aunque la DJB esta propuesta como técnica novedosa para el tratamiento
de la DM2 no asociada a obesidad, se sigue indicando sélo bajo protocolos
de estudio. En una serie de Jiang en 2012, presentd 7 pacientes no obesos
con el objetivo de alcanzar la resolucién de la diabetes con cifras de
HbA1C < 7 sin medicacion.(166) El 40% consiguié la remisidn, sin una
reduccion alarmante de su IMC. En otro estudio sobre DJB se observa la
mejoria en la sensibilidad a la insulina y la funcidn de las células B, asi
como una reduccion de GIP, leptina, y la produccién de glucagén. La DJB
da lugar a control glucémico y la reduccién en el requerimiento de

insulina.(19;165)

IV. 5. GASTROPLASTIA TUBULAR PLICADA (GTP)

La Gastroplastia Plicada (GTP) no es un nuevo procedimiento baridtrico,
sino una adaptaciéon de un viejo procedimiento que se realizaba a
principios del s.XX para tratar las dilataciones gastricas infantiles. En 2007
el cirujano irani Talebpour (167) publicd los primeros casos de obesidad
morbida intervenidos por esta técnica. En este mismo orden, el grupo
brasilefio liderado por el Dr. Almino-Ramos ha dado un impulso a la
técnica publicando diferentes series y resultados. La GTP se caracteriza
por ser un procedimiento restrictivo, que se fundamenta en Ia
invaginacion de los pliegues gdstricos sobre si mismos utilizando una
sonda guia intragastrica de apoyo y que conserva la luz del estdmago en

una proporciéon y volumen similares a los de la GV. La sutura (de una o dos
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capas de sutura no absorbible) abarca toda la curvatura mayor desde el
angulo de Hiss hasta aproximadamente 2-3 cm del piloro. Se considera un
procedimiento reversible y se fundamenta en dos principios: la viabilidad
de la pared gastrica invaginada y la persistencia de las adherencias sero-

serosas. (Figura 12) (168;169)

Aunqgue en principio se trata de una técnica

sencilla y facilmente reproducible no esta Q

’l 4
exenta de complicaciones, siendo la mas 7N

n A~
frecuente y representativa los vomitos en el =¥V \

. . . 1 7, \ /
postoperatorio inmediato y mediato, donde \ ¥/ |
AN )

se llega a requerir tratamiento con morficos y N
corticoides, pues son de dificil manejo. Asi / /

. J ) ‘r\“u'j
mismo, son relevantes las hemorragias, la N’
migracion interna de los pliegues invaginados
o la herniaciéon transmural. Figura 12. Gastroplastia Plicada (171)

3. TECNICAS ENDOSCOPICAS.

Los nuevos procedimientos pretenden lograr los mismos resultados
alcanzados por las técnicas quirurgicas bariatricas clasicas de forma menos
invasiva y poder ser aplicadas a un mayor nimero de pacientes. Son
técnicas que realizan especialistas en endoscopias y se promocionan como
procedimientos menos invasivos, mas baratos, que requieren una menor
convalecencia y que se pueden realizar en pacientes que no son
candidatos a cirugia debido al riesgo quirurgico. (170)

Los tratamientos endoscépicos para el manejo de la obesidad aun no se
han generalizado, debido a la falta de evidencia sobre su efectividad a

largo plazo. Ademads, existe la imperiosa necesidad de especificar las
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indicaciones de estos procedimientos, pues afirmar que se pueden utilizar
en todo paciente que no sea candidato a cirugia, es un planteamiento
arriesgado. Sin embargo, es posible que en el futuro los tratamientos
endoscépicos formen parte del arsenal terapéutico contra la obesidad,
situdndose entre el tratamiento médico y el quirdrgico. A medio vy, sobre
todo, a largo plazo es probable que los pacientes con obesidad muy severa
y alto riesgo de enfermedades metabdlicas sigan necesitando algun

procedimiento de cirugia baridtrica.(171)

Las técnicas bariatricas endoscdpicas de mayor auge en la actualidad son:
. Baldn intragastrico (restrictiva)
. Endobarrier (malabsortiva)

. POSE - Primary Obesity Surgery Endoluminal (restrictiva)

3.1. BALON INTRAGASTRICO (BIG)

El baldn intragastrico (BIG) es una esfera de silicona flexible y blanda, que
se introduce en el estdmago del paciente mediante una endoscopia. Su
fundamento fisiolégico se apoya en la idea de reducir el volumen de luz
gastrica generando una sensacidn de plenitud o de saciedad precoz para
que la persona reduzca el consumo de alimentos, lo cual facilitara el
proceso de reduccidon de peso en personas con obesidad. El baldon gastrico
esta desarrollado especialmente para no deteriorarse con la acidez del
estdbmago; presenta una valvula de silicona que se cierra
automaticamente cuando el baldén esta lleno y es un producto de uso
temporal, que exige un compromiso por parte del paciente en reeducar su

comportamiento, con el propdsito de reducir el peso durante el uso del
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producto y mantener esta pérdida de peso una vez retirado el
dispositivo.(172)

La aplicacion del BIG se desarrolld a partir de la observacion de los efectos
de la pérdida de peso que causa naturalmente un bezoar (formaciéon de
grandes cantidades de bolos alimenticios que impiden el vaciamiento
gastrico). Fue disenado a principio de los 80 para colocarlo y cerrarlo en el
estdbmago mediante endoscopia que mas tarde se complementa con la
inyeccion de solucidn fisioldgica, que actia como un bezoar artificial para
fluctuar libremente dentro del estdmago y permitir un ajuste volumétrico

durante su colocacién. (Figura 13)(173)
Figura 13. Balon Intragdstrico (176)

La recomendacién comercial del balén sugiere
gue puede estar hasta 6 meses dentro del
estomago. Sin embargo, se sabe que en
alrededor de 5 meses, el organismo reconoce el
balon como estimulo falso y la pérdida de peso

disminuye. Por esta razon, hay médicos que

retiran el balén en este momento y colocan otro

2 meses mas tarde. Las complicaciones del BIG
estan relacionadas con el método endoscépico en si, la sedacién y
perforacidn, a su contacto prolongado con la mucosa y su migracion, que
puede resultar en obstruccion esofagica o intestinal. Ademas, el estimulo
del contacto directo del baldn con la pared géstrica genera una hipertrofia
de la misma que dificulta posteriores cirugias con manipulacion del

estdmago.
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V.2. DISPOSITIVOS DE BYPASS INTESTINAL: ENDOBARRIER

El EndoBarrier® (Gl Dynamics, Boston, MA, EEUU) es un dispositivo que
permite realiza un bypass del intestino proximal sin necesidad de
intervenir al paciente. Se trata de una “manguera” que se ancla en el
duodeno y se despliega a lo largo de 60 cm del intestino proximal. De esta
manera los nutrientes pasan por su interior sin contactar con la mucosa
intestinal; de manera que no se produce la absorcién de los alimentos y se
acelera el transito. El fundamento de este dispositivo se apoya en la
hipotesis del “Foregut” segun la cual el bypass del duodeno y los primeros
segmentos yeyunales produce un cambio en la secrecién de incretinas
debido a la falta de contacto de los alimentos con la mucosa intestinal de

estas dreas. (Figura 14)(174)
Figura 14. EndoBarrier® (177)

Los resultados publicados hasta el momento
son escasos pero favorables, con un
porcentaje de exceso de peso perdido (PEPP)
de entre el 11,9% y el 23,6% a las 12
semanas de haber colocado el dispositivo. El

mayor problema del EndoBarrier es que no

puede dejarse implantado de manera
permanente, al igual que el BIG y debe
retirarse al aino de su colocacién. Las complicaciones mas frecuentes son
las nauseas, vomitos, dolor abdominal, migracion del dispositivo u
obstruccidn intestinal. Otros riesgos menos frecuentes descritos en las
publicaciones médicas incluyen infeccidon, traumatismo y sangrado,

obstruccion de la proétesis, migracion del anclaje y posibilidad de
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perforacién, tanto en el periodo de tratamiento como durante la

maniobra de extraccion.(175)

El Endobarrier al igual que el BIG son métodos eficaces durante el tiempo
que estan implantados en el organismo, pero tras su retirada la gran
mayoria de los pacientes vuelven a reganar el peso perdido y ademds son
métodos invasivos no exentos de complicaciones. Son necesarios mas
ensayos clinicos con un gran numero de pacientes y seguimientos a largo

plazo, para determinar la eficacia de este dispositivo.

3.2. DISPOSITIVOS DE REDUCCION DEL VOLUMEN GASTRICO
ENDOLUMINAL: POSE

Existen diversos sistemas comerciales que permiten realizar suturas en el
estdmago, lo que se ha utilizado para realizar una plicatura endoscépica
del mismo. La plicatura endoscdpica del estdmago provoca una
disminucion de su volumen, creando una restriccion gastrica y una

saciedad precoz que seria la responsable de la pérdida de peso. (176)

El POSE (Primary Obesity Surgery Endoluminal) o Cirugia Primaria
Endoscopica de la Obesidad, es una técnica invasiva endoscdpica que se
lleva a cabo a nivel de la camara gastrica donde se realizan suturas
permanentes o no, para fruncir o plicar el estdmago, siendo necesario
para ello unas 7-12 suturas. Es una nueva técnica casi en experimentacion
que parece ser relativamente sencilla, pero como toda técnica invasiva,
puede generar complicaciones, en este caso relacionadas sobre todo con
los puntos de sutura. Aunque las suturas estan preparadas para

permanecer durante toda la vida en el estdmago, el POSE es un
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procedimiento reversible. Es decir, si se estima necesario, es posible
deshacer los pliegues y devolver el estdbmago a su estado original. Sin
embargo, un estudio realizado por el grupo de la Cleveland Clinic
demostréd un PEPP del 27,7% al afio de la realizacion del procedimiento,
aungue en la actualidad se ha evidenciado disrupcién de todas o algunas

de las suturas de los pacientes incluidos en el ensayo clinico. (170;177)
En resumen, se puede decir que los tratamientos endoscdpicos que

existen en la actualidad logran una buena pérdida de peso a corto plazo

pero pierde efectividad a medio-largo plazo.
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CIRUGIA METABOLICA

1. EL SINDROME METABOLICO
El sindrome metabdlico (SM) es una entidad clinica controvertida que se
caracteriza por la presencia de insulinoresistencia e hiperinsulinismo
compensador asociados a trastornos del metabolismo glucidico, cifras
elevadas de presidon arterial, alteraciones lipidicas (hipertrigliceridemia,
descenso del HDL, presencia de LDL tipo B, aumento de Acidos Grasos
Libres (AGL), lipemia postprandial, etc.) y obesidad. Todos estos factores
determinan un incremento de la morbimortalidad de origen
ateroesclerético y en resumen elevan el riesgo de enfermedad
cardiovascular. (178)
Clinicamente la Resistencia a la Insulina (RI) se define como la
incompetencia de una determinada concentracion de insulina para
conseguir el control de la glucosa. Sin embargo, hoy en dia hablar sobre Rl
implica una alteracion de los receptores celulares de las células B del
pancreas, de los hepatocitos y del tejido periférico a la acciéon de la
insulina. Aunque la Rl se considere la base fisiopatoldgica de la DM2, no
unificaria todos los aspectos etioldgicos en el SM, ya que este ultimo
implica una anormalidad celular compleja fundamentalmente en el tejido
adiposo, el higado y en el musculo esquelético. Ademds de Ia
susceptibilidad genética, influyen otros factores ambientales tales como:
(179)

e Obesidad central o abdominal.

e Sedentarismo.

e Dieta hipercaldrica rica en grasas y carbohidratos.

e Tabaquismo.

e Hiperuricemia.
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e Hipercoagulabilidad y defectos de la fibrinolisis.

e Hiperleptinemia o resistencia a la leptina.

e Y también: homocisteina (papel controvertido en la Rl), leucocitosis,
elevacion de la Velocidad de Sedimentacién Globular (VSG),
hiperandrogenismo, higado graso, calculos biliares, osteoporosis,
acantosis nigricans, sindrome del ovario poliquistico, etc.

Multiples evidencias demuestran la mayor probabilidad de desarrollar
DM2 en los pacientes que presentan un SM. La fisiopatologia en este caso
radica, en buena parte, en la resistencia a la insulina asociado a un
excesivo flujo de AGL. Por lo tanto, se produce, un aumento en la sintesis
de insulina secundario a la resistencia tisular, agotando finalmente la
capacidad de las células B pancreaticas y entrando en situacion de

hiperglucemia que puede llegar a ser irreversible.(180)

2. DE LA CIRUGIA BARIATRICA A LA CIRUGIA METABOLICA.

Desde la publicacion del Dr. Walter Pories en la revista Annals of Surgery
de 1995 del articulo titulado: “Who Would Have Thought It? An Operation
Proves to Be the Most Effective Therapy for Adult-Onset Diabetes Mellitus”
(9) la busqueda del mecanismo que subyace a la mejoria de la DM2 tras
cirugia bariatrica sigue siendo el objetivo de muchos estudios. En aquel
entonces Pories prodigd que realizando un bypass gastrico, el 82,9 % de
sus pacientes con DM2 consiguieron el control de sus glucemias de forma
mantenida. Pero esto no es un nuevo concepto. Es una idea antigua con
matices renovados. De hecho desde la década de los 50, ya se empezaba a
comentar el tema como se pone de manifiesto en el trabajo: “La mejoria
de la Diabetes Mellitus que sigue a la gastrectomia subtotal” expuesto por

Friedman et al.(181) en la revista Surgery Gynecology and Obstetric. Dado
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el drastico efecto sobre la homeostasis de la glucosa, la cirugia metabdlica
ha ganado un creciente interés como posible tratamiento para la DM?2
tanto en obesos mérbidos (IMC>35), como actualmente en pacientes no

obesos morbidos (IMC entre 30 y 35 o menor de 30 - normopeso).

El descenso de la glucemia y las necesidades de insulina se manifestaban
en el postoperatorio inmediato. A raiz de estos hallazgos, y puesto que en
el BPG se actua sobre el intestino, en 1998 el doctor Hickey, compafero de
Pories, publica un articulo en Annals of Surgery con este titulo tan
sugerente: A New Paradigm for Type 2 Diabetes Mellitus. Could It Be a
Disease of the Foregut? (21)En esta ocasion, comparaban los resultados de
varios parametros implicados en la diabetes entre pacientes tratados
mediante bypass gastrico y un grupo control no operados. En todos los
casos el resultado era mejor para los sometidos a la cirugia y lo que es mas
interesante y enigmatico, la respuesta: la mejoria de la diabetes se
produce inmediatamente a la intervencién, sin apenas haber
adelgazamiento. Por lo tanto, el adelgazamiento no explica por completo el
control de la glucemia, ya que se da una rapida normalizacion, antes de
adelgazar significativamente y ademas, algunos pacientes permanecen
obesos; pero su diabetes estd controlada. Para Hickey existen dos
mecanismos que expliquen este fendmeno: uno, la disminucion de la
ingesta y dos, la exclusidon del duodeno y principio del yeyuno, donde debe

existir una actividad endocrina no aclarada. (10)

A partir de este momento, las publicaciones a favor de la resolucién de la
diabetes en pacientes obesos operados se suceden constantemente. En

1999, Sjostrom (182) publica resultados del prestigioso estudio sueco SOS
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(Swedish obese subjects), demostrando que la cirugia de la obesidad es
superior al tratamiento médico para controlar la diabetes, la hipertension
y la dislipemia en pacientes obesos. Existen varios estudios que hablan a
favor de la remision de la DM2 después de cirugia bariatrica. El mas citado
sin duda es el meta-analisis de Buchwald en la revista JAMA de 2004.(131)
En este articulo el autor demuestra un porcentaje global de resolucidn de
la DM2 tras cirugia bariatrica en pacientes obesos (IMC>35) de 56% para la
Banda Gastrica Ajustable (BGA) 80% para el Bypass Gastrico (BPG) y del
95% para la Derivacion Biliopancredatica (DBP). Ademas, a largo plazo, las
cirugias malabsortivas o mixtas mantienen mejores porcentajes de
resolucion de la diabetes que la cirugia netamente restrictiva. Asi mismo,
del grupo de pacientes operados sélo el 1% moria anualmente, mientras
que en el de no operados alcanzaba el 4.5 % de mortalidad. Estos
hallazgos han llevado a afirmar que la diabetes no tiene por qué ser una
enfermedad crdnica de larga evolucién sin tratamiento eficaz y con una
evolucion que conduzca inexorablemente al deterioro vascular del

paciente. (183)

Cuando se dice que la diabetes es una condicién sin tratamiento eficaz, se
hace referencia a que cualquier tratamiento médico logra controlar la
hiperglucemia durante un tiempo pero, a pesar de las combinaciones
existentes en la actualidad, el desenlace final de la mayoria de los
pacientes es una insuficiencia pancreatica con dependencia de insulina
exdgena. Ademas, la suspensién del tratamiento regresa la enfermedad a
valores patoldgicos. En 2003, Torgerson,(184) haciendo una revision del
estudio SOS insiste en que a 10 afos de seguimiento la cirugia sigue

superando al tratamiento médico. Y en estudios controlados aleatorizados
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recientes, se ha confirmado que la cirugia bariatrica es mas eficaz que el

tratamiento médico en la remisién de la DM2. (185-187)

Los resultados de la cirugia bariatrica en pacientes obesos pusieron de
manifiesto que la resolucion de la diabetes no dependia exclusivamente de
la pérdida de peso, ya que la mejoria en los niveles de glucemia se
producia casi de forma inmediata, sin verse influenciada por la pérdida de
peso o las alteraciones alimentarias. Es decir, este planteamiento viene a
sefalar que existe algin mecanismo que se activa o se desactiva tras los
cambios en el reordenamiento intestinal en la cirugia bariatrica, y dicho
mecanismo logra mejorar el metabolismo glucidico y no depende de la
movilizacidon de AGL en el tejido adiposo. (11)De hecho, la mejoria de las
comorbilidades supone, sin duda, un beneficio mas importante que la
pérdida de peso en si. La evidencia creciente muestra también que el BPG
y la DBP son capaces de inducir cambios significativos en las hormonas
intestinales y factores reguladores de la homeostasis energética, apoyando
la idea de que los procedimientos de estas operaciones son un efecto

verdaderamente metabdlico. (188)

Por otro lado, al margen de la cirugia metabdlica, plantear el uso de la
cirugia de forma explicita para tratar exclusivamente la diabetes es un
concepto revolucionario, y representa una interrupcion de los actuales
paradigmas terapéuticos. Sin embargo muchos médicos pueden ser
renuentes a aceptar la idea de un tratamiento quirurgico de la DM2. No
obstante, los datos cientificos sugieren que un enfoque quirdrgico para la
diabetes es mas que una sugerencia herética. En diferentes reuniones y

congresos sobre este tema, parece establecerse una lucha constante entre
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los cirujanos y los endocrindlogos por establecer el destino de la DM2,
cuando en realidad lo que hace falta es un trabajo en equipo. Es por ello
que se considera importante estudiar las técnicas quirdrgicas destinadas a
mejorar la diabetes como camino para esclarecer mecanismos

fisiopatoldgicos que abran nuevas dianas de tratamiento.

En el aino 2006 el Dr. Rubino,(189) un cirujano italiano residente en los
EE.UU., trabajé con ratas genéticamente diabéticas no obesas y en sus
investigaciones confirmd nuevamente que un bypass genera una mejoria
en el control de la diabetes y que al revertir dicho bypass, las ratas vuelven
otra vez a ser diabéticas. Lo destacable en los estudios del Dr. Rubino era
gue las ratas no eran obesas, por lo tanto ha desviado la atencién de Ia
resolucion de la diabetes desde el area de cirugia de la obesidad a cirugia
metabdlica. Estas ideas abrian |la posibilidad de operar a diabéticos no

obesos.(188)

Es por ello que expertos en el tema revisaron de manera formal sus
experiencias y las mismas fueron analizadas por un grupo de 50 expertos
de todo el mundo en un consenso llevado en marzo 2007 en Roma. (32)
Los resultados del andlisis se abrieron a la opinidn y aportaciones de la
comunidad cientifica con el objetivo de confeccionar recomendaciones
para poder realizar cirugia metabdlica en los pacientes de forma segura y
obtener los mejores resultados funcionales. (190) Lo que es evidente en
este sentido, es que estos nuevos conceptos abren un campo muy
prometedor a la cirugia, en cuanto al gran numero de pacientes que
pueden beneficiarse de cirugia y en cuanto a las numerosas e interesantes

lineas de investigacion médica y quirdrgica que deben abrirse. (Tabla 1)
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Tabla 1. Diferencias entre la cirugia baridtrica y metabdlica. Modificado de F Rubino &
DE Cummings. Nature Rev Endo 2012.

Cirugia Bariatrica Cirugia Metabdlica
Objetivo Disminucién de peso. Control de la glucemia y reducir factores
de riesgo cardiovascular y en érganos
diana.
Criterio de IMC DM2 que no se controla con farmacos.
indicacidn de cirugia. Sindrome metabdlico. Enfermedad
cardiovascular de origen metabdlico.
Técnicas Tradicionales — GV, BPG, Tradicionales — GV, BPG, DBP, BGA.
DBP, BGA. Experimentales: ED, duodenal sleeve, TI.
Medida de Exceso de peso Perdido.  Control Glucémico dado por la HBAlc.
efectividad Control de HTA, lipemia, pérdida de peso,
etc.
Mecanismo de Restriccion y Complejo Sistema de sefiales
accion Malabsorcion. neuroendocrinas en estudio.

GV: Gastrectomia Vertical, BPG: Bypass Gdstrico, DBP: Derivacion Biliopancredtica,
BGA: Banda Gdstrica Ajustable, Tl: Transposicion lleal, ED: Exclusion Duodenal. HbAIc:
hemoglobina glucosilada. HTA: hipertension.

Proponer cirugia a pacientes con DM2 con un IMC por encima de 35
Kg/m2 es una actitud validada por diferentes protocolos y aceptada con
rotundidad en diferentes sociedades cientificas. El abanico se ha abierto a
pacientes en IMC entre 30y 35, ya que los datos existentes demuestran un
comportamiento en cuanto a la resolucién o mejora de la DM2 similar al
gue tienen los pacientes con IMC>35. Pero en pacientes por debajo de un
IMC de 30 es una situacion que hasta los propios cirujanos ponen en duda,

y sélo se acepta bajo un protocolo de estudio cientifico.(191)

Por otra parte, la casi totalidad de los estudios coinciden en que los peores
resultados se obtienen en los pacientes con un largo periodo de evolucién
de la enfermedad, y con mads afios de tratamiento con insulina. Los
pacientes en tratamiento con solo anti-diabéticos orales y menos de cinco
aflos de evolucién tienen una mejor resolucion o al menos mayor
probabilidad de remisién. Esto sin duda esta altamente asociado al

deterioro de las células B del pancreas, que como ya se ha planteado
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anteriormente, tienen una capacidad regenerativa limitada a la magnitud

del dafio que haya podido generar la glucotoxicidad mantenida.(104)

Por tanto pareceria obvio que plantear cirugia a pacientes diabéticos de
forma precoz es un concepto que debe ser cautelosamente estudiado.
Ademds la técnica escogida deberia ser aquella que supusiera una
resolucion definitiva de la condicidn de hiperglucemia mantenida en el
tiempo. En este sentido es mayoritariamente aceptado que el
procedimiento quirurgico para estos pacientes deberia incluir un
reordenamiento intestinal, pues aunque técnicas restrictivas han
demostrado también tener beneficios metabdlicos, hoy por hoy, dichos

beneficios no han demostrado su permanencia en el tiempo.

La impresion general es que estamos en el inicio de una nueva era de
descubrimientos en el tratamiento de la diabetes, y que aun queda un
largo camino por recorrer. Asi mismo, todas las lineas de investigacion
actuales suponen una enorme fuente de informacion sobre el papel del
tracto gastrointestinal en la fisiologia nutricional y las alteraciones
metabdlicas del ser humano. Se considera un intento timido de aproximar
conceptos quirurgicos a conceptos endocrinos, el apuntalar el apéndice de
cirugia metabdlica a la cirugia de la obesidad. Es evidente que la obesidad
determina un conjunto de alteraciones en las vias metabdlicas de lipidos,
glucidos y proteinas; y que cualquier evento que modifique dichas vias se
considerara como tratamiento metabdlico. Sin embargo, llama la atencion
que siga considerandose herético hablar de cirugia de la diabetes como
concepto exclusivamente ligado al metabolismo glucido. Sin embargo hay

gue ir poco a poco acercando posturas entre los diferentes expertos.
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Desde nuestro punto de vista, valoramos la opinién de Shauer en su
editorial de 2011, (69) donde sefiala que los cirujanos no sélo deben seguir
las recomendaciones de la IDF, sino que deben difundir las mismas y
educar a los médicos de atencion primaria, internistas, endocrindlogos, y
demds especialistas en el area, asi como a los pacientes sobre el papel

actual de la cirugia en el tratamiento de la DM2.

3. EL VINCULO METABOLICO-QUIRURGICO

Los trabajos del Dr. Rubino et al. (11;188;192;193) sin duda son referente
para muchos cirujanos actuales que se dedican al campo de la cirugia de la
obesidad y metabdlica. Los estudios de Rubino dieron pie al debate que
plantea la necesidad de saber cuales mecanismos subyacen a la mejora de
la glucemia de los pacientes sometidos a cirugia con reordenamiento
intestinal. Las primeras teorias en ser valoradas discutian los siguientes
eventos como responsables:

1) Aumento de la secrecidn postprandial de péptidos como el GLP-1
debido a la rdpida entrega de nutrientes al intestino distal (hipdtesis

intestino posterior o hindgut).

2) La exclusidn del intestino proximal del flujo de nutrientes, posiblemente
por la regulacion a la baja de algun factor anti-incretina aun no

determinado (es la hipodtesis del intestino anterior o foregut).

3) Alteracién de la secrecidon de grelina, mecanismo que parece esta mas

relacionado con el apetito y la ingesta caldrica que con la DM en si.

4) Cambios en los nutrientes de deteccion intestinal mecanismos que
regulan la sensibilidad a la insulina, donde estudios de dietas ricas en

acidos grasos del tipo acidos linolénicos mejoran el metabolismo glucidico.
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5) Las perturbaciones de acidos biliares que alteran la sintesis de glucosa

por el higado.

6) Y alteraciones de factores intestinales, especialmente en el duodeno,

que aun no se han descubierto.

De todos estos mecanismos el que ha tenido mejor cabida en la
comunidad cientifica es el postulado de la Exclusion Duodenal. De hecho el
trabajo mas sonado en este sentido es el del propio Rubino en 2006(194)
donde puso en evidencia que mientras que realizar un bypass duodeno-
yeyunal mejord enormemente la diabetes en ratas Goto Kakizaki (GK),
realizar un acceso equivalente para los nutrientes ingeridos al intestino
posterior, sin excluir el flujo de nutrientes a través del intestino delgado
proximal (a través de una simple gastro-yeyunostomia), no mejoré la
diabetes del mismo modo en este modelo animal. Ademads, las
alteraciones tipicas de la DM2 a nivel periférico, se reinstalaron en
aquellos animales tratados con el bypass duodeno-yeyunal cuando el flujo
de nutrientes a través del intestino proximal se restablecié
quirdrgicamente a través de una ruta gastro-duodenal normal, a pesar de

conservar la gastroyeyunostomia. (Figura 1)

Es por ello que los animales que originalmente se sometieron a una simple
gastroyeyunostomia, la diabetes mejordé en gran medida por una nueva
operacion en la que el intestino proximal quedd excluido del flujo de
nutrientes, pero la gastroyeyunostomia se mantenia intacta. Estos
resultados demuestran que el aislamiento del flujo de nutrientes a un
segmento del intestino proximal es importante en la mejora de la
tolerancia a la glucosa y apoyan la hipdtesis de un factor aun

indeterminado, que se origina en el intestino delgado proximal, que
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pudiera perjudicar la sensibilidad a la insulina en pacientes diabéticos.

En resumen, previniendo el paso de los nutrientes al area duodenal a
través de un bypass intestinal, mejora la tolerancia a la glucosa sélo en los
pacientes diabéticos. Estos hallazgos son consistentes con la posibilidad de
que la derivacion quirdrgica del intestino delgado proximal conduzca a la
reversion de una supuesta caracteristica de la mecanica intestinal de los
pacientes diabéticos. Pero sin olvidar puntualizar que este efecto no se
produce en los individuos normales. En consecuencia, la DM2 también
puede ser caracterizada por un componente de la disfuncién del duodeno-
yeyunal, es decir, que en parte la fisiopatologia de la enfermedad tiene un

componente de disfuncion intestinal.(18;189)

A.DJB B. GJ

Figura 1. Cirugias desarrolladas en el trabajo de Rubino en 2006. A. Derivacion
duodenal-yeyunal (DJB). En esta operacion el intestino proximal se excluye del trdnsito
de nutrientes. B. Gastroyeyunostomia (GJ). Esta operacion consiste en realizar un
sencillo bypass entre el estomago distal y el primer segmento de yeyuno. Por lo tanto el
beneficio obtenido en la DJB se pierde al reestablecer el paso por el duodeno como en la
GJ.
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4. MECANISMOS DE LA CIRUGIA METABOLICA PARA MEJORAR EL
CONTROL GLUCEMICO

4.1 EL EFECTO INCRETINICO Y LAS INCRETINAS

Se conoce como incretinas una serie de hormonas intestinales que se
liberan al torrente circulatorio tras la ingestién de alimentos y que
cumplen una funcion esencial en el metabolismo energético del
organismo. La visién actual del llamado "eje neuro- entero-insular" se basa

totalmente en el concepto de las incretinas.(195)

El término incretina se acuiié en 1932 en base al acronimo de “INtestinal
seCRETion of INsulin” En la década de los 70 el llamado “efecto incretina”
se describié como la diferencia observada en los valores de secrecidon de
insulina para un mismo nivel de glucemia tras un aporte de glucosa;
dependiendo de la misma, era administrada de forma endovenosa o tras

su ingesta oral, siendo mayor en esta ultima. (196;197)

Uno de los efectos mas importantes de las incretinas es la secrecion de
insulina por el pancreas y la disminucion de los niveles de glucosa en
sangre. Ademas, también inducen el crecimiento de las células B en el
pancreas (accion anti-apoptéticos de las incretinas). Las acciones de las
incretinas estan mediadas por un mecanismo hormona-receptor. Las
incretinas se unen a receptores especificos de membrana de las células B,
lo que resulta en la activacion de la adenilciclasa y el aumento de los
niveles de AMPc celular, mejorando de esta manera la liberacién de
insulina. Las hormonas con efecto incretinico mas estudiadas son el GLP-1,

el GIP y el PYY.(198-200)
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El GLP-1 — Glucagon Like Péptide type 1: Péptido similar al Glucagon.

La incretina GLP-1 es secretada por las células L del ileon distal en
respuesta a los nutrientes y sefales neurales derivados del intestino
proximal. Actua directamente sobre las células B pancreaticas estimulando
la secrecion de insulina en una manera dependiente de la dosis. También
suprime la secrecion de glucagén y con ello inhibe la neoglucogénesis
hepatica. Es ademas una sefial saciante que disminuye el vaciado gastrico,
regula la expresion del gen de la proinsulina y ejerce otros efectos sobre el
sistema nervioso central en la regulacion del eje neuro-entero-

insular.(201)

Las células L se encuentran predominantemente en el ileon y el colon,
aunque también se han localizado en el estdmago y el intestino proximal.
De hecho, las células L se encuentran en las proximidades de las neuronas
y la microvasculatura del intestino lo que permite a estas células verse

influenciadas por sefiales neurales y hormonales.(202)

El GLP-1 se degrada rapidamente por la enzima inhibidora de la dipeptidil
dipeptidasa IV. (DPP-1V) con lo cual tiene una vida media extremadamente
corta de aproximadamente 2 minutos y con un patrén bifasico como el de
la insulina. Por lo tanto, los niveles circulantes de GLP-1 aumentan
rapidamente al cabo de 15-30 minutos después de la ingesta, seguido de
un segundo pico menor a los 90-120 minutos. La glucosa y la grasa se han
encontrado para ser potentes estimuladores de la secrecion de GLP-1.
Algunos de los efectos de la GLP-1 se resumen a continuacién en el cuadro

1. (63)
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Cuadro 1. Efectos metabdlicos del GLP-1.

EFECTOS DEL GLP-1 EN EL ORGANISMO.

Aumenta la masa celular  pancreaticas y mantiene su funcién.

Incrementa la secrecion de insulina y mejora la sensibilidad periférica de la hormona.
Disminuye la glucosa plasmatica en ayunas y después de las ingestas.

Disminuye la HbA1c.

Suprime la secrecion de glucagon.

Retrasa el vaciado gastrico, que genera sensacion de saciedad y reduce la ingesta alimentaria.

Lidil

Los niveles basales de GLP-1 y su respuesta postprandial estan reducidos
en personas obesas con DM2. Esta particularidad generd una importante
linea de investigacion que durante un tiempo sugeria que se podia
responsabilizar al GLP-1 de la alteracién metabdlica en estos individuos. El
trabajo de Nauck et al. en 1986,(203) llegd a considerar que hasta un 75%
de la secrecidén de insulina era activada por una sefal dependiente de GLP-
1. Este trabajo y otros tantos similares derivaron en el boom de la
farmacoterapia en torno a sustancias con capacidad de estimular los
receptores de GLP-1 resistentes a DPP-IV (para prolongar su vida media).
De estas investigaciones surgieron los agonistas o analogos de GLP-1 o
incretin-miméticos, como son el exenatide, el liraglutide y los farmacos de

la familia de las gliptinas.(197;204;205)

Es mucho lo que se ha escrito sobre el GLP-1 y en los ultimos afos muchas
terapias médicas y quirurgicas tenian como objetivo valorar la capacidad
de aumentar o disminuir el GLP-1. Sin embargo, en la actualidad y tras
aflos de seguimiento de los farmacos comercializados y de proponer
diferentes lineas de investigacion asociadas al efecto incretinico, el GLP-1
va perdiendo protagonismo. (42) Incluso Nauck y colaboradores publicaron
una revision del tema en 2011 sobre la dindamica de la secrecién del GLP-1

en individuos con y sin diabetes después de la glucosa oral y comidas
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mixtas.(206) Los hallazgos no apoyan la afirmacion de un defecto
generalizado de la secrecion del GLP-1 para explicar la patogénesis vy
evolucion de la DM2. Es mas, los farmacos incretin-miméticos también

tienen su limite de accidn en la evolucidon natural de la enfermedad.

El GIP - Polipéptido Inhibidor Gastrico.

El GIP es secretado por las células K del intestino fundamentalmente en
duodeno y el yeyuno, en respuesta a la ingestiéon oral de hidratos de
carbono vy lipidos. Receptores de GIP se expresan en los islotes
pancreaticos, el intestino, el tejido adiposo, del corazén, de la pituitaria, la
corteza suprarrenal y en varias regiones del cerebro. Como GLP-1, el GIP se
degrada rapidamente por la enzima DPP-IV con una vida media plasmatica
al menos en su forma exdgena de alrededor de 5-7 minutos.(68) Aunque
menos potente que el GLP-1, el GIP también actua sobre las células B
pancredticas aumentando la secrecion de insulina. A diferencia de la GLP-
1, el GIP no tiene ningun efecto sobre el vaciamiento gastrico ni la
secrecién de glucagdn (Figura 2). Los datos de los estudios que examinan
los niveles de GIP en individuos diabéticos siguen siendo discrepantes,
pudiendo no haber cambios, disminuir o incluso estar aumentado.(207)

La respuesta del GIP en la cirugia bariatrica es mas variable que la del GLP-
1. Varios estudios han informado de que los niveles de GIP se reducen
después de BPG, posiblemente como resultado de la reduccion de la
estimulacion de las células K en el intestino proximal como consecuencia
de la derivacidon. Sin embargo, también se han descrito elevaciones
persistentes en los niveles de GIP hasta 20 afios después del bypass
yeyuno-ileal. No parece que existan cambios en los niveles de GIP en las

técnicas restrictivas. (65;208;209)
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Figura 2. Esquema general del efecto incretinico. Cortesia de P Nogales Aguado y F
Arrieta Blanco. Jano. Enero 2010.(197)

El PYY - Péptido YY — Péptido Tirosin-Tirosina.

El PYY debe su denominacion a que presenta en su estructura dos residuos
de tirosina (Y). También se secreta a partir de las células L en la mucosa del
tracto digestivo, en mayor parte en el ileon y el colon y una pequena
cantidad en esofago, estdmago y duodeno. También esta presente en el
pancreas, en las neuronas del sistema nervioso central (hipotalamo, tronco
cerebral, médula espinal) y del sistema nervioso periférico (neuronas
entéricas). Las concentraciones de esta hormona en circulacidon se

incrementan después de la ingesta de alimento.(210)

El PYY ejerce su funcion a través del receptor de neuropéptido Y, y se
encarga de inhibir la motilidad gastrica e incrementa la absorciéon de agua

y electrélitos en el colon. El PYY también podria suprimir la secrecion
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pancredtica de insulina. Se secreta a los 15 minutos de empezar la ingesta
y persiste elevado hasta 6 horas mas tarde. El maximo plasmatico de PYY
esta influenciado por el nimero de calorias y la composicion de la comida.
A igual aporte caldrico, la concentracion de PYY es mayor si la dieta es rica

en grasa que si predominan los hidratos de carbono o las proteinas.(209)

En los bypass que aceleren la llegada de nutrientes al ileon distal debemos
esperar una respuesta aumentada de PYY. Se ha publicado aumento de
diez veces en las concentraciones de PYY postprandial después del BPG, en
comparacion con la respuesta observada en obesos y personas delgadas de
control no operados.(211) También después de la GV los niveles de PYY
aumentan; pero la respuesta parece ser transitoria. En un ensayo
aleatorio, encontraron que GV y BPG proporcionan un aumento similar de
PYY durante los primeros 6 meses después de la cirugia. Sin embargo, la
secrecion de PYY se redujo significativamente a los 12 meses en el grupo

de GV, mientras que la respuesta se mantuvo en el grupo BPG.(209;212)

4.2. FOREGUT VERSUS HINDGUT. TEORIA DE LAS INCRETINAS Y DE LAS
ANTI-INCRETINAS.

Se han propuesto dos teorias para explicar qué parte del reordenamiento
intestinal es esencial para el efecto sobre la diabetes. La "hipdtesis del
intestino distal" (“Hindgut”) sostiene que los resultados del control de la
diabetes se deben al contacto precoz de nutrientes al intestino distal, lo
que mejora la senal fisiolégica del metabolismo de la glucosa. Mediadores
de candidatos potenciales de este efecto son las llamadas hormonas
incretinicas tanto el GLP-1 como el GIP y el PYY. (213)

Una hipdtesis alternativa es que la exclusion del duodeno y del yeyuno
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proximal del transito de nutrientes puede evitar una senal que promueva
la resistencia a la insulina y por ende genere la DM2 ("hipétesis del

|II

intestino proximal” — “Foregut”).(214) En esta teoria, hasta la fecha, se han
relacionado muchos mensajeros y no sdlo las incretinas, ya que se da por
sentado que la manipulacion directa del intestino delgado proximal, actua
mas alld del pancreas y debe existir alguna sefial aun no identificada que
sea responsable de la mejora en la Rl y en el metabolismo glucidico.
Todavia hoy estas sefales no estan del todo dilucidadas y los diferentes

trabajos arrojan diferentes valores segun la técnica y diferentes moléculas

como las responsables.

Para explicar como la Exclusion Duodenal mejora la diabetes y la posible
contribucién del intestino delgado proximal a la fisiopatologia de esta
enfermedad, se desarrolld la teoria de las "anti-incretinas."(215) Se ha
demostrado que el sistema de incretinas puede promover acciones que
eventualmente podrian conducir a hipoglucemia, una condicidon que

puede ser mortal si no es tratada a tiempo.(29)

Es por ello que suena razonable postular la existencia de un mecanismo
contrarregulador estimulado por el mismo pasaje de los nutrientes. En
este sistema de “anti-incretinas", se hipotetiza acerca de una sustancia “X”
que tendria acciones opuestas a las de las incretinas, es decir, disminucion
de la secrecion de insulina, bloqueo de la accidn de la insulina (o sea
resistencia a la insulina) y también reduccidn del crecimiento de las células
B. En concreto estas acciones de las anti-incretinas van a prevenir la

hipoglucemia inducida por las incretinas.(188;192)

En consecuencia, una produccidon equilibrada de incretinas y anti-

incretinas es necesaria para mantener los niveles de glucosa normales. Un
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cambio hacia una produccion excesiva de "anti-incretinas" podria causar
resistencia a la insulina, la disminucion de la secrecion de insulina, y el
agotamiento de las células B; en otras palabras, se generan los elementos
que se consideran causa de la DM2. Asi mismo, una produccion
insuficiente de "anti-incretinas" (como por ejemplo lo que ocurre después
de las cirugias que impiden el pasaje de los nutrientes en los segmentos
proximales del intestino delgado) produce un desequilibrio en los efectos
de las incretinas, que conducen a la hipoglucemia, y la proliferacién de las

células B (Figura 3)(65)

Con el conocimiento actual, no hay candidatos obvios para el papel de
anti-incretinas. Las anti-incretinas pueden, de hecho, ser una hormona
desconocida o un factor no conocido para funciones que todavia no son
completamente entendidas. También hay anomalias que estan en
consonancia con la existencia de un factor anti-incretinico proximal que
interfiere con el sistema GLP-1/GIP. La inversion de la alteracion de la
primera fase de la secrecidon de insulina después de un bypass gastrico
sugiere una posible recuperacion de las funciones normales, un “sistema
incretinico” después de la operacion. Centrar la atencidon en el intestino
delgado proximal representa una buena oportunidad para investigar

nuevas vias en el estudio de la fisiopatologia de la DM2.(188)

5. NUEVAS TEORIAS

De entre los resultados mas buscados en la cirugia bariatrica, quizas es la
rdpida y sostenida remision de la DM2. (68;182;185)La evidencia
experimental tanto de animales como en el hombre, sugiere que la mejora
de la diabetes después de una cirugia bariatrica es, en parte,
independiente de los cambios en las concentraciones de insulina en
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Figura 3. Teoria del efecto anti-incretinico segun los esquemas descritos por Rubino en
sus trabajos.(215)

Hipiitesis sobre la posible contribuciin del intesting proximal a las

Esquema 1
a alteraciones del metabolismo de la glicosa en diabéticos tipo 7
F pasa de nutrientes 3 través del intesting anterior puede implicar,
ademds de la respuesta de fa increting conocida, una seial
concomitante de contra-requlacion (factor "anti-increting ")
- destinada a prevenir la hipogluceria
°  [Blulas productoras de incretinas (duodena-yeyuno-ilean)
o [Blulas productoras del factor X anti-incretinico
Esquema 2

glucose + fat
I Ingestion
Anti-Incretin Incretins —

factor(s) - [—

Early insulin
secretion

Beta-cell growth

plasma, de la pérdida de peso y de la disminucion de calorias en la
ingesta.(20) Las propuestas de cirugia experimental han descrito diversos
cambios en la secrecidn de diferentes hormonas incretinas (sobre todo de
GLP-1). Pero desde hace unos 5 aios, las observaciones recientes tratan
de esclarecer el origen de la diabetes involucrando otros mecanismos. A
partir de aqui, el GLP-1 pierde protagonismo y cobran fuerza otras teorias
qgue se suman a explicar fendmenos que pueden influir en la regulacion de

la glucemia.(216) Algunos de estos fendmenos son:
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1) Reduccién de la produccion de glucosa enddgena hepdtica debido a
enzimas que se activan en la luz intestinal que activan el mecanismo de

neoglucogénesis intestinal.(217)

2) EL reordenamiento intestinal produce una deteccién temprana de
nutrientes sin digerir en la luz intestinal que activa un eje neuro-entérico y
activa un mecanismo contra-regulador a nivel de sistema nervioso central

qgue culmina con la inhibicion de la neoglucogénesis hepatica.(218)

3) Los cambios en la resistencia a la insulina hepatica asociados a cambios
en los niveles periféricos de acidos biliares en el suero mejoran los perfiles
de glucosa. La bilis también mejora la glucemia mediante |la estimulacion

de hormonas incretinas GLP-1y PYY.(219)

4) El reordenamiento intestinal no sdlo supone un aumento en las
vellosidades y proliferacion de células neuroendocrinas, también implica
un cambio en la flora intestinal y no son pocos los estudios que relacionan

esta microbiota con los cambios metabdlicos en la diabetes.(220)

5.1. Neoglucogénesis intestinal:

La concentracion de glucosa es mantenida dentro de un rango muy
definido (independiente del ayuno o la alimentacién), por un delicado
balance entre la absorcion intestinal, la produccién de glucosa por el
higado y otros d6rganos, asi como por la utilizacion de glucosa por los
tejidos periféricos.(217) La produccidn interna de glucosa se denomina
neoglucogénesis o gluconeogénesis y es un mecanismo que genera
moléculas de glucosa a partir de otros metabolitos fuera de los hidratos de

carbono, que tiene como funcién proveer glucosa necesaria para el
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cerebro, testiculos y eritrocitos ya que la glucosa es la Unica fuente de

energia para estos érganos.

Existen investigaciones recientes que han puesto en evidencia que el
intestino delgado por si mismo puede contribuir a la sintesis de glucosa, a
través de un proceso de neoglucogénesis intestinal. La reciente
observacion de que el intestino delgado tiene la capacidad de sintetizar la
glucosa y la libera en la sangre portal ha constituido un importante avance
en la comprension de la diabetes.(221) De hecho se ha puesto en
evidencia que en el intestino humano también se expresan las enzimas
Glucosa-6-Fosfato sintetasa (G6P-asa) y Fosfoenolpiruvato carbokinasa
(PEPCK),(222) las cuales son clave en el proceso de neoglucogénesis
intestinal. Estas enzimas son abundantes en el higado, pero sus niveles no
son especialmente altos en el intestino. Al menos en el intestino normal.
En el intestino, tras un reordenamiento quirurgico, se observa una
marcada induccién de ambas enzimas en segmentos de yeyuno e ileon

distal.(223)

Asi mismo, la gluconeogénesis intestinal se lleva a cabo sobre todo cuando
se inducen genes Glc6Pase y PEPCK, por ejemplo durante el ayuno vy
comidas con alta carga proteica. Ademas, en los seres humanos
sometidos a trasplante de higado, se produce un aumento significativo en
la concentracidon de glutamina en plasma. Estas observaciones destacan el
papel probable de los rifiones y el intestino en la produccion de glucosa,
porque la glutamina es un precursor mayor de glucosa en estos érganos y
no en el higado. Esto demuestra la importancia de la gluconeogénesis
intestinal en la fase anhepatica durante el trasplante hepatico, pues la
produccion de glucosa interna prosigue pese a la alteracién hepatica.(224)

La liberacion de glucosa intestinal de origen interno al flujo portal, quizas
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se interpreta en los receptores hepaticos como glucosa que llega de los
alimentos y en consecuencia la senal alterada de gluconeogénesis en el
higado de los diabéticos se regule. Por ultimo, la deteccion portal de la
gluconeogénesis intestinal, induce hipofagia (221) y la infusién de glucosa
en la vena porta puede modular el nivel de glucemia del organismo.(225)
En resumen, todos estos fendmenos llevan a considerar que el
reordenamiento intestinal puede causar aumento de la gluconeogénesis
intestinal, lo cual, a su vez, puede disminuir la ingesta de alimentos y
restaurar la homeostasis de la glucosa. Con lo cual si bien el GLP-1 pierde

protagonismo en el control de la diabetes, el intestino no.(226)

5.2. Deteccion temprana de nutrientes: eje neuro-entero-hepatico.

El bypass gastrico crea un complejo reordenamiento de la anatomia
gastrointestinal, que supone una reduccion del volumen del estomago, la
exclusién de segmentos proximales del intestino delgado (duodeno y
yeyuno), vy la entrega acelerada de nutrientes al ileon. Tal reordenamiento
de la anatomia gastrointestinal puede activar mas de un mecanismo de

accion que justifique la mejora del metabolismo glucidico.(227;228)

El fendmeno mas aceptado es el de la presencia de mecanorreceptores
intestinales que se activan ante un contacto acelerado de los nutrientes
con la mucosa yeyunal y, por lo general, dichos nutrientes no estan del
todo digeridos. Por lo tanto, el directo y rapido contacto de glucosa y de
acidos grasos de cadena larga (LCFA) con la mucosa intestinal estimula
respuestas incretinicas a través de un circuito neuroentérico.(229) Se ha
observado que tanto la glucosa como los LCFA generan impulsos de

activacion del eje neuroendocrino-intestinal a través del nervio vago y que
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estos impulsos se dirigen a la parte posterior del cerebro, que a su vez
produce un impulso de retroalimentaciéon para el higado.(217) La
estimulacidon vagal también puede aumentar la secrecidon de incretina y
reduce la produccion enddgena de glucosa por el higado.(229) De hecho,
Breen y colaboradores en su trabajo publicado en 2012(230) comprobaron
en modelos animales que la infusidon de la glucosa directamente en el
yeyuno produce un efecto similar al que activan los LCFA con la ingesta. En
este trabajo no sdlo comentan que la Exclusién Duodenal favorece la
presencia de los nutrientes de forma precoz en el yeyuno con el
consecuente efecto incretinico en la normalizacién de los niveles de
glucosa en suero, sino que ademas hicieron hincapié en la activacion del

nervio vago y en la reduccion de la neoglucogénesis hepatica.

En 2014 Salinari publico un estudio en ratas GK(20) disefiado
especificamente para investigar el papel de los diferentes segmentos
anatdmicos del intestino delgado en la regulacion de la sensibilidad a la
insulina. Las ratas fueron asignadas al azar en cinco grupos: 1. Derivacion
duodeno-yeyunal (DJB), 2. Reseccion yeyunal (yeyunectomia), 3.
Reseccion ileal (ileectomia), 4. Ratas con operacién simulada (Sham), y 5.
Controles no operados. Los resultados de este estudio mostraron que la
DJB y jejunectomia mejoran el metabolismo glucidico en ratas GK
diabéticas pero no en ratas Wistar normales, lo que confirma hallazgos de
Rubino y otros estudios, que indican que la Exclusion Duodenal mejora la
tolerancia a la glucosa oral en la diabetes, pero no en los animales de
glucosa tolerante. Asi pues, si la sensibilidad a la insulina mejoraba
después de DJB y jejunectomia en ratas diabéticas, estos cambios no
pueden ser atribuidos exclusivamente a cambios en la circulacién de

incretinas. Con lo cual estos resultados apoyan la hipotesis del Foregut,
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que la desviacion de los alimentos de zonas proximales del intestino
podria reducir o eliminar algun factor que contribuya a desarrollar la
resistencia a la insulina. Ademas, no observar estos cambios en las ratas
sometidas a reseccion ileal ha confirmado que el ileon queda excluido de

la ecuacion.(20;214;231)

Curiosamente, varios estudios, el ultimo de ellos de Known et al. en
2014,(214) han informado de que en la Exclusién Duodenal realizada
como parte de un bypass gastrico en pacientes con cancer de estomago,
su diabetes mejoraba en funcién a una mejoria en la resistencia a la
insulina. Sin embargo, en los pacientes no diabéticos no se observaba este
fendmeno. En conjunto, estos hallazgos sugieren que el duodeno y el
yeyuno proximal podrian contribuir a la homeostasis de la glucosa de
manera diferente en los estados diabéticos frente a los no diabéticos, a
través de mecanismos aun desconocidos. De hecho los diferentes efectos
de ED en sujetos normales versus sujetos diabéticos requieren mayor

investigacion.

5.3. El Efecto de los Acidos Biliares Séricos (ABS):

No son pocos los estudios que han demostrado que los acidos biliares
séricos (ABS) se elevan después cirugias con reordenamiento
intestinal.(219;232-234) Los ABS fueron previamente conocidos por sus
papeles importantes en la absorcidn de lipidos de la dieta y la homeostasis
del colesterol. También esta documentado que juegan un papel crucial en
la glucosa sistémica, los lipidos y la homeostasis de la energia.
Especificamente, los ABS pueden suprimir la expresidon de multiples genes

implicados en la gluconeogénesis. (232;235)Asi mismo contribuyen a la
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disminucion de los triglicéridos séricos, evitan la acumulacién de grasa en
el higado y aumentan el gasto de energia en la grasa parda. Es por ello que
cambios anatdmicos y funcionales después de cirugia bariatrica, pueden
contribuir a diversos fendmenos, tales como el aumento del reciclado de
acidos biliares de la luz intestinal.(236) Todos estos factores deben ser
analizados, pues pueden ser potenciales contribuyentes de ABS elevados

después de cirugias metabdlicas.
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Figura 4(219;232). Participacion de los Acidos biliares en el metabolismo energético.
Modificado de Houten SM. et al. Endocrine functions of bile acids. EMBO J. 2006 Apr
5;25(7):1419-25.  BA=Acidos Biliares. VLDL=colesterol de muy baja densidad.
Gut=Intestino.(232)

En comparacion con sujetos no diabéticos de la misma edad y peso, los
individuos con DM2 tienen 54-80% mas de concentracidn de grasa del
higado(237) y dicha concentracidon se correlaciona positivamente con la
resistencia a la insulina hepatica de los diabéticos pero no en los sujetos
normales.(236) En un estudio de Ryysy et al.(238) se demostré que la

cantidad de insulina necesaria para conseguir la normoglucemia en sujetos
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con DM2 estaba estrechamente relacionada con el contenido de grasa en
el higado. La cirugia bariatrica puede conducir a aminorar la esteatosis
hepatica y aunque este fendmeno depende en gran medida de la pérdida
de peso que produce la cirugia, es evidente que también existe un factor
adicional que logra mejorar la diabetes sin que se relacione con la pérdida
de tejido graso en el higado. De hecho, Han y colaboradores(236)
demostraron este evento en ratas GK operadas con un sistema de
Exclusion Duodenal. En el estudio de Han se evidencia que la resistencia a
la insulina mejord al disminuir los niveles de insulina y ello se produjo
independientemente de la pérdida de peso y del nivel de esteatosis
hepatica (ausente en las ratas GK). La conclusién de Han en su
investigacion induce a pensar que la mejora de la sensibilidad a la insulina
hepatica se puede atribuir a otras causas, como la secrecién de acidos

biliares aumentada.

Del mismo modo, se ha visto que el flujo constante de la bilis en el
duodeno puede desempefiar un papel importante en el mantenimiento de
la estructura de la mucosa de este segmento asi como la produccion del
llamado factor “anti-incretinico.”(219) Thomas et al.(239) informaron que
la secrecidon de GLP-1 parece estimularse en respuesta a la activacion de
un receptor por los acidos biliares, que esta presente en el duodeno. Esto
explicaria por qué durante la administracion de una nutricion parenteral
total, no se activa este mecanismo, ya que los nutrientes no pasan por la
luz intestinal. Este fendmeno fue puesto en evidencia por Speck en sus
estudios de 2011.(240) De alli que el flujo ininterrumpido de la bilis podria
haber desempefiado un papel importante en el mantenimiento de la

estructura de la mucosa del duodeno que es excluido y permanece
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intacta. Por esta misma causa se prefiere la administracién de nutricion

enteral de forma precoz que la parenteral en pacientes criticos.

5.4. La Microbiota

La microbiota intestinal constituye un complejo ecosistema de organismos
que desempefa una importante funcién en el estado de salud del ser
humano. Tiene una funcién digestiva contribuyendo a la sintesis de
micronutrientes, a la absorcion de electrolitos y minerales y a la digestion
y absorcion de determinadas sustancias indigeribles. Por otro lado, la
microbiota también contribuye a la destruccion de toxinas y carcindgenos,
evita la colonizacidn por bacterias patégenas, contribuye al desarrollo del

sistema inmune y modula el estado inflamatorio.(241)

Los humanos desarrollamos la flora intestinal en los primeros dias de vida,
hasta llegar a tener en la edad adulta 100 billones de bacterias. Sin una
microbiota equilibrada se altera todo el metabolismo, elevando el riesgo
de sufrir enfermedades, debilitando el cuerpo y haciendo que las

recuperaciones sean mas largas.(220;241)

Hoy en dia se sabe que la flora intestinal es esencial para la vida porque
los mamiferos que crecen libres de gérmenes y no adquieren su
microbiota normal al nacer presentan un desarrollo corporal anormal con
pared intestinal atrofica, alteraciones metabdlicas, corazén, pulmones e
higado de bajo volumen y alteracién funcional, temperatura corporal baja,
cifras elevadas de colesterol en sangre, sistema inmunitario inmaduro y

sistema linfatico atréfico.(242)

El tipo de nutrientes que componen la dieta diaria de una persona
también influye en su flora intestinal. Si es alta en grasas, puede
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incrementar la proporcién de bacterias productoras de endotoxinas y
generar “endotoxemia metabdlica”, una situacidn que promueve la
aparicion de la DM2.(243) Sin embargo, consumir alimentos funcionales
que contienen elementos no digeribles, como la fibra, estimula el
crecimiento de bacterias intestinales beneficiosas que podrian ser eficaces

para tratar la obesidad por su efecto saciante y regulador del peso.(244)

Un estudio realizado en 2006 en roedores por la Universidad de
Washington demostré que la flora intestinal de los ratones con obesidad
tiene un nimero mayor de bacterias tipo Firmicutes y un niumero menor
de Bacteroidetes, es decir un aumento de la relacién
Firmicutes/Bacteroidetes (F>B).(245) Sin embargo, en los ratones delgados
la distribucion de ambos tipos de bacterias era la opuesta (F<B).
Investigaciones posteriores corroboraron estas mismas diferencias en la
flora intestinal humana, comprobando que la microbiota de los sujetos
con sobrepeso tiene mayor capacidad para extraer energia de los
alimentos, es decir consigue mas calorias con la misma dieta.(246) En
concordancia con esto, se ha demostrado que los pacientes con DM?2
presentan mayor proporcion F/B y esta proporcién es mayor a medida que
la enfermedad avanza y el control glicémico se deteriora. El aumento de la
relacion F/B es importante al considerar que el principal componente de
las membranas celulares de las bacterias gram-negativos (Firmicutes) es el
lipopolisacarido (LPS), conocido estimulador de la inflamacion.
Consecuentemente el aumento de LPS contribuye a la resistencia
insulinica y por ende, favorece el desarrollo de la DM2 y la alteracién del

metabolismo energético.(244;245)

Del mismo modo que se conoce que la microbiota intestinal ejerce efecto

sobre la obesidad, hay investigadores que han preconizado que la
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microbiota intestinal podria contribuir al inicio de la resistencia a la
insulina y al estado inflamatorio del huésped.(247) De hecho, un estudio
de Membrez, Cani et al. valord esta hipotesis tratando a ratones ob/ob
con antibidticos de amplio espectro (norfloxacina y ampicilina)
administrados en el agua de los animales.(248) El tratamiento antibidtico
elimind casi por completo la poblacién bacteriana intestinal. Al final del
tratamiento de dos semanas, los niveles de glucemia en ayunas se
normalizaron y la tolerancia a la glucosa oral mejord notablemente en los
animales tratados, a pesar de que persistia la obesidad de estos animales.
Asi mismo se evidencid una reduccidn significativa del lipopolisacarido
(LPS) y el TNFa circulantes lo que indicaba que la inflamacién crdénica de
baja intensidad se habia reducido. También se observd un incremento del
almacenamiento de glucégeno hepatico y una reducciéon de los
triglicéridos hepaticos en ayunas. Aunque se ha demostrado que un
tratamiento antibidtico a corto plazo mejora la diabetes en ratones, los
beneficios a largo plazo y los efectos secundarios de este enfoque siguen

pendientes de estudio.(247)

- 140 -



MODELO DE ANIMAL EXPERIMENTAL

1. MODELOS ANIMALES EN LA INVESTIGACION DE LA DIABETES

Los modelos animales han sido ampliamente utilizados en investigacion de
la diabetes. El escoger un modelo u otro para la experimentacion a
menudo viene determinada por el factor que se desea estudiar. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la extrapolacidon de resultados de
los animales al hombre conlleva ciertas riesgos ya que la enfermedad en
animales no es una copia exacta de la enfermedad en el hombre.(249) No
obstante, los modelos experimentales permiten investigar los mecanismos
patogénicos que ayudan a entender el desarrollo de la hiperglucemia, la
hipofuncion del pancreas vy la resistencia a la insulina. Y todo ello es util a
la hora de explorar nuevos métodos para la prevencion y el tratamiento
de esta patologia. Aun asi, la experimentacién con animales esta siendo
muy discutida y sujeta a restricciones legales y éticas que varian en todo el

mundo. (250)

Los primeros estudios realizados sobre diabetes en animales utilizaron
perros a los cuales se les resecaba parte del pancreas para confirmar el
papel fundamental de este 6rgano en la homeostasis de la glucosa.
Banting y colaboradores fueron quienes publicaron el articulo de 1922
donde describian la curaciéon de la diabetes mellitus en un perro. (251)
Desde esta publicacidn se sucedieron varios estudios que culminaron con
en el descubrimiento y la purificaciéon del concepto de la insulina como
hormona reguladora del metabolismo de la glucosa. Sin embargo, no es
hasta 1951 y gracias al desarrollo de técnicas de bioensayo en sangre, que
se establece la existencia de dos grandes grupos de la enfermedad, uno de
inicio precoz y asociado a déficit de insulina (DM1) y otra tardia asociada a

hiperinsulinemia (DM2). (249) Desde entonces, diversas denominaciones
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se han tenido en cuenta en base a esta diferencia y los estudios en
animales han ido, dia a dia, arrojando nuevas luces en este sentido, lo cual
hace patente que el estudio experimental en animales sigue siendo un

pilar fundamental en la lucha contra esta entidad patoldgica.

Desde los perros utilizados por Banting hasta la actualidad, diversos
modelos animales se han empleado en la investigacion de la diabetes. En
especial de la clase de los mamiferos. Algunos ejemplos aparecen en la

Tabla 1.
Tabla 1. Algunos modelos animales experimentales en DM2.(249)

Especie Linea representativa

Osuka Long Evans Tokushima Fatty (OLEFT)
db/db mutant

H. chino (Cricetulus griseus)

“ Rhesus (Macaca mulatta)
Nueva Zelanda

Los animales de experimentacidon son un elemento imprescindible del
desarrollo de ensayos clinicos, cuya manipulacion debe ser estrictamente
controlada. Es importante conocer el origen del animal para hacer
comparables los resultados obtenidos en un mismo grupo. De igual forma
se indica que la experimentacion sélo debe hacerse con animales criados
especificamente para ello y siempre buscando al maximo su confort y

evitando sufrimientos innecesarios.
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En este sentido se aplican los principios enunciados por Russell y Burch en
1959 en su obra “The principle of humane experimental technique” que
expone que la excelencia cientifica esta ligada al uso humanitario de los

animales de experimentacién.(252) Dichos principios son:

- La Reduccidn, indica que se debe utilizar el nimero menor posible de
animales necesario para que los resultados sean estadisticamente

significativos.

- El Reemplazamiento, sefala que siempre que sea posible, se debe
sustituir el animal de experimentacién por otro modelo (modelos
matematicos, test seroldgicos, cultivos celulares, modelos in vitro o
simulacion por ordenador.) Por lo tanto el modelo animal sdélo sera
utilizado cuando el conocimiento esperado sea lo suficientemente

importante para justificar su uso.

- El Refinamiento, hace referencia a la estandarizacidon, segin normas
internacionales, de los cuidados que se deben proveer a los animales.

Entre estos cuidados estan:

A Evitar estrés en el animal, aplicando analgesia cuando sea necesario
y utilizando mecanismos de eutanasia aprobados por las leyes
vigentes.

A Disefar protocolos adecuados para evitar tener que repetir el
experimento con el consecuente uso de un mayor numero de
animales.

A Hacer universales dichos protocolos para obtener resultados

comparables en diferentes regiones y paises
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Toda esta normativa es la base en la que se sustentan los comités de
bioética que examinan cada uno de los proyectos de investigacion que se

solicitan.

2. LOS ROEDORES COMO MODELO EXPERIMENTAL EN EL ESTUDIO DE LA
DIABETES

Dentro de los modelos de experimentacidon no sdlo en diabetes sino a
nivel general, son sin duda los roedores, dentro de la clase de mamiferos,
el modelo mas utilizado. Los roedores ofrecen claras ventajas sobre otras
especies, tal como un manejo y mantenimiento mas facil. En los roedores
la posibilidad de obtener resultados en cortos periodos es mas tangible. Y
en relacion a estudios sobre el metabolismo, al dia de hoy se dispone un
amplio arsenal de técnicas de laboratorio para determinar los distintos

factores implicados en la regulacidon del metabolismo glucidico. (253)

Gran cantidad de investigadores consideran el raton como el modelo
animal por excelencia. El ratdon se caracteriza por ser un modelo con altas
tasas de reproduccion lo que lo hace ideal para el estudio de trastornos
inmunolégicos, enfermedades infecciosas, estudios de oncologia,

embriologia y agentes teratégenos.(92)

En segundo lugar se encuentra la rata, que al igual que el ratén permite
disponer de gran numero de sujetos en poco tiempo. Por sus
caracteristicas anatdmicas se prefiere este modelo para estudios en el
campo de la cirugia, nutricion y endocrinologia. Del mismo modo, es el

modelo mas utilizado en estudios conductuales.

Entre otras especies estan: los cobayos como modelo de estudios
inmunoldgicos, farmacoldgicos y nutricionales y el hamster que se enfoca

mayormente en estudios de reproduccion.
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Es importante sefalar que tanto en el hombre como en los roedores, la
génesis embrionaria de las células B va seguida de una considerable
expansion de la masa celular durante las etapas posteriores de la vida
fetal. Se creia que esta expansion era sélo posible por la replicacion de las
células B con las que se nace, ya que se asociaba a indices ligeramente
elevados de proliferacién celular y porque ya no se observaban células

progenitoras pancreaticas en estadios avanzados. (92)

En relacidon a la anatomo-fisiologia del pancreas del humano versus el de
los roedores se conoce en estudios recientes que si bien en los muridos la
célula B constituye alrededor del 70-80% del islote y la célula a en torno al
20%, parece ser que en el hombre las células B representan un 55 % vy las
células a un 40%. Estos trabajos han puesto de manifiesto la especial
relevancia de las células secretoras de glucagén en la funcion del islote

humano.

Otro claro ejemplo de la capacidad dinamica de la masa de células B se
desarrolla en los estados de alta adiposidad. En los sujetos obesos, la
resistencia a la insulina expone a las células B a un incremento
considerable de la demanda, que se manifiesta con altos niveles de
insulina en sangre. Tanto en los humanos como en roedores obesos se ha
visto en un momento dado aumento de la masa de células B. Se estima
gue el incremento compensador de las células B explica que muchas
personas obesas no padezcan DM2 hasta que la reserva se hace
insuficiente. (254) El que la mayoria de los experimentos se lleven a cabo
en roedores también se debe a que la herencia en esta especie es
poligénica y varios estudios del genoma en su totalidad han identificado
los posibles locus alterados en los cromosomas de estos animales. En

ellos, al igual que en la DM2 de los seres humanos, puede sospecharse de
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un exceso de transmisidon materna (herencia mitocondrial). Asi mismo, los
modelos animales de diabetes, desarrollan algunas caracteristicas que
pueden ser comparadas con las complicaciones de la diabetes en los seres
humanos. Estos incluyen lesiones renales, los cambios estructurales en los
nervios periféricos y anomalias en la retina. La investigacion sobre estos
fendmenos representa otro ejemplo de cédmo los animales de
experimentacion abren dreas que por razones éticas, no pueden ser

facilmente estudiados en el hombre.(253)

3. CLASIFICACION DE LOS ROEDORES DENTRO DE MODELOS
EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA DIABETES

Para explicar como se escogen los modelos animales para los diferentes
estudios, se suelen emplear diferentes clasificaciones. La clasificacidn mas
comun es la que los divide segun sean para el estudio de DM1, con dafo
pancreatico o del estudio de DM2, con énfasis en la insulinoresistencia.

(Tabla 2)
Tabla 2. Modelos segun objetivo de estudio: DM1 Versus DM2. (255)

Tipo de Estudio  Modelo mas usado Caracteristica principal

Para DM1 - Rata de BioBreeding (BB) DM1 que muestra insulinitis y tendencia la
cetoacidosis. No obstante  desarrollan

inmunodeficiencia.

- Ratén No Obese Diabetic (NOD) Cetoacidosis y degeneracion de células B. Mejor
que las BB pues no muestran inmunodeficiencia y

sus resultados se extrapolan mejor al humano.

Para DM2 - Rata Zucker Diabetic Fatty DM2 asociada a obesidad. Mutacién en el receptor
de la leptina.
- Rata Goto-Kakizaki DM2 no asociada a obesidad. Es el modelo ideal

para estudio de tratamientos en la DM2.
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Otra de las clasificaciones mdas usada depende del tipo de factor
patogénico que se desea estudiar, por ejemplo DM2 asociado o no a
obesidad (Tabla 3). La obesidad, la hiperinsulinemia y la consecuente
insulinoresistencia periférica, son el escenario previo mas comun de la
DM2 en el hombre. Es por ello que no es extrafio que se hayan usado
modelos animales de obesidad para intentar aprender mas sobre la
diabetes. De hecho, las investigaciones en la actualidad estan enfocadas
en el estudio del por qué algunas personas con obesidad nunca
desarrollan DM2 mientras que otros sin adiposidad evidente desarrollan
hiperglucemia sin apenas insulino-resistencia. Con todas estas
clasificaciones, se hace mas patente, si cabe, que los modelos animales de
DM2 llegan a ser tan complejos y heterogéneos como lo son las diferentes

presentaciones de la enfermedad en el hombre.

Tabla 3. Modelos de roedores asociados al estudio de la DM2 y obesidad. Cuadro
diferencial de ventajas y desventajas. (255)

Animal Caracteristicas Ventaja Desventaja
Sprague- Posibilidad de protocolo de Monitorizacién continua
Dawley engorde del peso y la ingesta

No ~ obesa.  No pegjstente a la agresion caldrica
diabética quirtrgica

Bajo coste. Buenos
controles-Sham.

vAlle /IR VA Obesa Diabética con  Elevada adiposidad y Moderada
, L desarrollo acelerado de HiperGlucemia.
Sindrome Metabdlico hiperinsulinemia
OLETF Obesa Diabética sin Hiperinsulinemia e Desarrollo tardio de la
sindrome metabolico insulinoresistencia etapa diabética.
Goto Util para explicar efectos Costosa y de dificil
Kakizaki No obesa. Diabética. ~metabdlicos independientes  mantenimiento.

de la adiposidad.
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Existe una clasificacion que implica el mecanismo de génesis o creacién
del modelo experimental, que las divide en modelos inducidos y modelos
espontaneos. (Tabla 4) Esta clasificacion nos parece la mas completa para
explicar la eleccidon del animal de experimentacion, con lo cual se explica a

continuacion.

4. MODELOS INDUCIDOS VERSUS ESPONTANEOS EN LA DM2

Los modelos inducidos son aquellos donde se somete a los animales a
modificaciones intrinsecos (genéticos) o extrinsecos (ambiental) para que
desarrollen una o mas manifestaciones clinicas de la DM2 humana. En
cambio se habla de modelos de DM2 espontdneos, en los casos de cepas
que proceden de un animal en el que se ha detectado diabetes de forma
espontanea. Dichos animales se seleccionan para realizar una serie de
cruces endogamicos que terminan desarrollando un determinado rasgo
fenotipico de la DM2 humana. En algunas ocasiones se dice que estos
modelos no son totalmente “espontaneos” ya que existen animales que
requieren modificaciones dietéticas especiales para que se genere un
estado de hiperglucemia. Dentro de los modelos espontaneos existen los

intrinsecos y los analogos.

» Los modelos inducidos se pueden generar, principalmente por cinco
mecanismos:

a) Manipulacién genética
En la actualidad las sofisticadas técnicas de biologia molecular
permiten generar un gran nimero de modelos animales utiles para
el estudio de la DM2. Tedricamente estas técnicas pueden disefar

modelos a demanda del investigador, ya que con ellas se logra que
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se elimine o se sobre-exprese alguna proteina en especifico que se

sospeche pueda tener un papel concreto en el metabolismo

Tabla 4. Modelos experimentales segun su mecanismo de génesis.

A. Modelos inducidos - Manipulacion Genética. - Induccion Hormonal. - Efecto

Farmacoldgico. - Induccion Quirdrgica. - Efecto Dietético

B. Modelos espontdneos  1.- Modelos intrinsecos

b)

— La rata Zucker Diabetic Fatty (ZDF)
— El ratén ob/ob
— El ratén db/db

2.- Modelos analogos
— La rata OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty Rat)

— La rata Goto-Kakizaki (GK)

Entre las técnicas genéticas mas utilizadas para generar modelos
diabéticos estan manipulaciones de algin gen con intencion de: a)
Sobreexpresion: da lugar a ratones llamados transgénicos. b)
Eliminacion: da lugar a ratones llamados “knock-out”. c) Reemplazo:

se generan ratones llamados “knock-in.”(256)

Accion hormonal

Es conocido el efecto hiperglucemiante de los corticoides en los
humanos. Del mismo modo, la administracion de corticoides en
diferentes etapas de la vida del animal, también puede desembocar
en un estado he hiperglucemia comparable a la DM2 humana. Los
modelos generados de esta forma se denominan “andlogos” ya que
una condicién especifica conduce a un mismo efecto tanto en
animales como en humanos. (255)Estos modelos se consideran

idoneos para el estudio de la DM2 en pacientes trasplantados o con
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tratamiento esteroideo crénico. Dosis elevadas de hormonas tipo
glucagdn y la hormona de crecimiento, también pueden producir
estados de hiperglucemia. Asi mismo, la administracidon de algunas
catecolaminas, de hormonas tiroideas o de somatostatina, puede

inducir modelos de diabetes en animales. (257)

Efecto farmacoldgico

Dentro de los modelos de DM2 generados por el efecto toxico de
algun farmaco, los mas conocidos y utilizados por los investigadores
son los modelos de ratones a los que se administra la
Estreptozotocina (STZ.) Este medicamento es un derivado de la
nitrosurea que se aisla de una actinobacteria (Streptomyces
achromogenes) que tiene actividad antibidtica y antineopldsica,
pero que como efecto secundario adicional, interfiere en el
metabolismo de la glucosa de los ratones recién nacidos. La STZ es
un potente agente alquilante que altera la funcidon de las
glucokinasas, de los receptores del transporte de la glucosa celular e
induce multiples puntos de fractura del ADN de las células B del
pancreas. Es decir, la STZ es tdxica para las células B con Ia
particularidad de que el grado de alteracién pancreatica viene
determinada por la dosis del farmaco. En este sentido se pueden
estudiar estados diabetdgenos en diferente grado de avance. Por
ejemplo, en altas dosis, induce un déficit severo de insulina y hasta
cetosis, mientras que a bajas dosis conlleva a diabetes sin cetosis.
Sin embargo, los modelos obtenidos por este mecanismo tienen un
gran handicap y es que en la DM2 humana es una enfermedad
multifactorial y al dia de hoy rara vez es causada por un Unico

elemento, con lo cual las extrapolaciones de los resultados de
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investigaciones con este modelo al hombre, deben hacerse de

forma racional. (258)

Induccion quirurgica

La manipulacidn quirurgica del Sistema Nervioso Central a nivel del
hipotalamo puede generar una condicion de hiperfagia que genera
un estado de hiperinsulinemia, diabetes y obesidad. Por otro lado,
las pancreatectomias parciales o totales, pueden provocar estados
diabetégenos de tipo hipoinsulinémico. Se debe extirpar
aproximadamente el 90 % de la glandula para lograr un incremento

estable y moderado de la glucemia. (249)

Efecto dietético

La ingesta de alimentos enriquecidos con grasas saturadas o
azUcares simples, como la sacarosa, puede inducir a
hiperinsulinemia. Asi mismo, puede aumentar el depdsito de acidos
grasos a nivel del tejido adiposo lo que induce a la resistencia a la
insulina. Sin embargo, para que un modelo diabético se consolide
con este sistema requiere, evidentemente, de una susceptibilidad

genética.(208)

Por su parte los modelos espontaneos pueden establecerse segin la
manera en la cual se genera la DM2. En tal sentido, se tiene dos tipos: los

modelos intrinsecos y los analogos.(251)

A.- Los modelos intrinsecos involucran mutaciones genéticas propias del

animal que muestran manifestaciones clinicas de la DM2, similares al
hombre. Es decir, no desarrollan el sindrome de la DM2 como tal, sino que

imitan algunos de sus signos o sintomas, y en base a ello se estudia la
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fisiologia y la patogenia de la DM2 y de las complicaciones derivadas de

esas manifestaciones.

*Algunos modelos intrinsecos son:

a. Larata Zucker Diabética y Obesa —Zucker Diabetic Fatty- (ZDF):
Esta rata se caracteriza por ser un modelo de obesidad que genera DM2
asociada a los efectos de resistencia a la insulina de los estados
hiperlipidicos. A los 3 meses de vida el porcentaje de grasa corporal de
estas ratas es del 40% ya que desarrollan hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos. El gen alterado en la ZDF es el receptor de la leptina, pero a
diferencia de otros modelos, la insulinoresistencia (RI) aparece de forma
precoz y de forma similar al hombre. De alli que sea el modelo mas
estudiado para analizar la DM2 asociada a obesidad. Hay que destacar que
para que la rata sea adecuada para los estudios debe ser la mutacidn
homocigota recesiva del llamado gen de la diabetes ya que los genotipos
dominantes o heterocigotos no presentan las alteraciones en el perfil
lipidico. No obstante, todos las ZDF si presentan una alteracidon en el
desarrollo de las células B que se hereda de forma independiente a la
mutacion del receptor de la leptina y la Rl. Aunque si es usada para el
estudio de |la obesidad con o sin manifestaciones diabéticas, como modelo
de DM2 exclusiva no es adecuado pues los valores de hiperglucemia no

son representativos. (255)

b. Elratdon ob/ob:
Son ratones cuya mutacion altera la propia cadena polimérica de leptina.
De esta mutacidn se generan alteraciones que conducen a obesidad (gen
ob/ob) y por tanto se genera resistencia a la insulina derivada de

alteraciones en el metabolismo graso. No obstante, al igual que la ZDF, es
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un buen modelo para el estudio de la DM2 asociada a obesidad, pero no
DM2 exclusiva. La caracteristica mas valorada de este ratéon es que
presentan menos tendencia a formar tumores y otras alteraciones propias

de especies mutantes asi como una esperanza de vida mayor.

c. Elraton db/db:
La mutacidon de este ratdn muestra muchas de las caracteristicas de Ila
DM2 humana asociadas a alteraciones en el receptor de la leptina. Es una
mutacidon que se transmite de forma autosdmica recesiva. La evolucion de
la enfermedad en estos ratones se presenta de forma bifasica; en primer
lugar desarrollan hiperinsulinemia y después valores muy bajos de insulina
coincidiendo con un aumento en el proceso de apoptosis de las células 3

de los islotes.

B.- Por otro lado estan los modelos andlogos que son animales cuyas

mutaciones si conllevan al desarrollo del sindrome diabético como tal. Se
les considera sustitutos animales de la enfermedad humana ya que no
sOlo se estudia en ellos las manifestaciones clinicas, sino también la base
genética que representan a fin de descubrir genes en el hombre que

puedan explicar la génesis y la heterogeneidad de la enfermedad.

*De entre los modelos andlogos los mas destacados son:

A) OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty Rat):
La denominacidon de Otsuka corresponde a la compania farmacéutica que
mantiene una linea de ratas de Log- Evans, que se caracterizan por
desarrollar diabetes de forma espontanea. Estas ratas se distinguen de
otras cepas porque generan una DM2 de aparicién tardia y de curso

crénico. Ademas es poligénica como en el humano y el daio a nivel de los
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islotes pancreaticos se produce de forma secuencial en 3 fases: fase
precoz (infiltrado linfocitario a los 2 meses) fase hiperplasica (de los 2 a los
10 meses de edad caracterizado por aumento del tamafio de las células y
de la fibrosis) y fase tardia (en ratas con mas de 10 meses caracterizado
por la atrofia de los islotes). En estas ratas se ha demostrado que la
administracidon de insulina exdgena logra evitar la disfuncidn y cambios
morfolégicos del pancreas. Por ultimo, otra caracteristica de esta cepa es
que parece que su herencia puede estar ligada al cromosoma X, por lo que

la enfermedad es mas frecuente en machos. (255)

B) La rata Goto-Kakizaki (GK):
Es considerada el modelo ideal para el estudio de la DM2, especialmente
porque no esta asociado a obesidad. Esta cepa fue desarrollada desde Ia
década de los 70 por un grupo de investigadores japoneses liderados por
Yoshi Goto y Masaei Kakizaki (259) quienes realizaron cruces endogamicos
recurrentes de ratas Wistar no diabéticas pero cuyos niveles de Glucemia
se encontraban en el limite alto de la normalidad. Dicho modelo
reproduce bien las principales caracteristicas de la DM2 humana:
glucemias elevadas, disminucion de la tolerancia a la glucosa, deterioro en
la secrecién de insulina y aumento de la resistencia periférica a la insulina.
Tipicamente, la Glucemia en ayunas esta sdlo ligeramente elevada, pero
aumenta considerablemente tras la ingesta de glucosa. Las caracteristicas
gue hacen de esta rata un modelo adecuado para el estudio la DM2 se

explican en un apartado mas adelante. (28;260)

-154 -



5. INVESTIGAR CIRUGIA METABOLICA EN RATAS

Como hemos apuntado anteriormente, antes de considerar cualquier
estudio, es muy importante determinar y elegir el modelo animal
adecuado basado en los objetivos y resultados deseados. Es
recomendable para aquellos investigadores que deseen realizar estudios
sobre cirugia metabdlica, obesidad y diabetes que conozcan las
caracteristicas inherentes de cada modelo de rata, pues los resultados se
podran extrapolar a la poblacion segun su aproximacion al patron

humano.

En la publicacidn realizada por SB Mistry en 2009,(253) dio a conocer una
revision sobre los modelos mas utilizados en el estudio de la cirugia de la
DM2. Una reproducciéon de la tabla que publicé este investigador en su

trabajo se anexa en la Figura 1.

Del trabajo de Mistry sobre modelos experimentales de DM2, se concluye

que:

- La rata Zucker fa/fa es el modelo que mejor explica los efectos de la
cirugia bariatrica, asi como es idonea para representar el efecto de las
hormonas que regulan el peso y el apetito. En cambio la cepa de rata
Zucker tipo ZDF representa un modelo util para estudiar la Rl asociada a
obesidad, con la desventaja de que exhibe una tasa elevada de mortalidad

tras su manipulacion.

- Por otro lado la rata OLEFT se caracteriza por asociar un importante
componente hereditario en el estudio de la DM2. Las manifestaciones
clinicas de la DM2 son de aparicidon tardia (entre las 18 y 25 semanas de
vida) y se relaciona con un grado de obesidad leve. Este modelo ha sido
utilizado, sobre todo, para estudiar medicamentos antidiabéticos. Sin
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embargo, este modelo es tenido en cuenta rara vez en el estudio de

técnicas quirurgicas.

Figura 1. Estudios descritos en el trabajo de SB Mistry en relacion a los modelos de
ratas experimentales para el estudio de la DM2. La imagen muestra la tabla que indica
tipo de cirugia y efectos logrados.

Table 2 Surgical rat models of type 2 diabetes mellitus

Surgical rat models of type 2 diabetes mellitus

Author Type No. Surgical Glycemic Gl hormones changes Other effects
of rat rats procedure effect

Pereferrer et al.  ZF, 105G No change Increased ghrelin, no changes in Killed after 2 weeks, 1 dehiscence,1 died
[8] ZDF, insulin and GLP-1
sD
Yuichi et al. ZF 27T (Gastric Improved MNone reported
[33] Band
Xu et al. [32] ZF 48 RYGB Improved Weight loss
Meguid et al. SD 24 RYGB Decreased ghrelin, no change in Weight decreased
[39] GLP-1
Aprahamian SD 21 RYGB Improved Increase ghrelin, no change insulin Decrease food intake and weight
et al. [37]
de Campos Wistar 12 IB follow Improved Hindgut group better results
Martins et al. by DIB more with
[41] IB
Pacheco et al. GE 12 RYGB Improved Increased: Insulin and GLP-1, Lep- MNone
[21] fin and ghicagon decreased
Wang et al. GE MDIB vs. Improvedin GLP-1 increased more in IT then  Weight and food intake decreased in both
[22 IT baoth MDIB groups, short recovery period in IT

ZF Zucker fatty, Zucker ZDF diabetic fatty, SD Sprague-Dawley, GK Goto-Kakizaki, 5G sleeve gastrectomy, RYGE Roux-en-Y-Gastric Bypass,
DJB duodeno—jejunal bypass, MOJE modified duodeno-jejunal bypass, [T ileal transposition, JB jejunal bypass

- Finalmente, la rata GK es el modelo que se ha utilizado mas para estudiar
los efectos de la cirugia metabdlica de la DM2 no asociada a obesidad. En
este estudio uno de los objetivos es dar respuesta al interrogante del por
gué algunas personas desarrollan diabetes sin obesidad ni IR, con lo cual
este modelo nos parece el idéneo. A continuacion se describen las

caracteristicas mas resaltantes de esta cepa.

6. LA RATA GOTO KAKIZAKI

La rata Goto Kakizaki (GK) es un modelo animal que presenta niveles
elevados de glucemia en época temprana de la vida sin desarrollar

obesidad. El origen de las GK procede de las ratas Wistar, que se
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manipularon genéticamente para que desarrollaran intolerancia a la
glucosa. La causa mas probable de esta intolerancia es el deterioro de la
masa de células B del pancreas. Ademas, la exposicion crdnica a la
hiperglucemia (glucotoxicidad) también puede alterar aun mas la funcidn
de las células B. Asi pues, la Rl no parece ser primordial en el desarrollo de
la hiperglucemia en este modelo de rata diabética y permite estudiar la

DM?2 no asociada a la obesidad. (261)

La cepa de ratas GK se inicid por la cria selectiva de ratas Wistar con
niveles muy elevados de glucosa en sangre, tras una prueba de tolerancia
a la glucosa oral. Después de cinco generaciones se ha demostrado la
continuidad de esta alteracion de la glucemia estimulada a su vez por una
alterada secrecién de insulina. Como las ratas Wistar son el origen de las
GK, se ha utilizado a las primeras como animales de control para las
segundas. Sin embargo, a pesar de estas similitudes, otras caracteristicas
tales como la morfologia y el metabolismo de los islotes parecen diferir de
la Wistar original, y obviamente el peso corporal de ratas adultas GK son
tipicamente un 10-30% inferiores a los controles Wistar de la misma

edad.(260)

Existen alrededor de una veintena de colonias de ratas GK derivadas de la
cepa original japonesa. La expansion en la década de los 80 incluyd series
que destacaron por tener sus propias caracteristicas. De manera que la
colonia de Paris diferia en algunos rasgos de la colonia de Estocolmo, de la
de Cardiff o de la de Coimbra. Esta particularidad debe ser tenida en
cuenta a la hora de extrapolar conclusiones. No obstante, las propiedades

generales de estas ratas se pueden resumir en los siguientes apartados.
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- Predisposicion Genética:

Aun se estd lejos de averiguar cuales son las regiones cromosdmicas
implicadas en el desarrollo de la diabetes en las GK. Existen varios estudios
genéticos que sugieren que este modelo se genera a partir de un conjunto
de seis loci que se segregan de forma independiente y que tienen la
capacidad de establecer caracteristicas fenotipicas en el animal tal como:
defectos en la regulacion de la glucosa en ayunas, los niveles de glucosa

postpandrial y niveles de secrecién de insulina.(28;260;262)

Sin embargo, lo estudios genéticos explican mejor la resistencia a la
insulina que el dafo pancreatico. En las GK como en los pacientes con
DM2 se desarrolla antes un estado de hiperinsulinemia, que demuestra
que la Rl precede a la disfuncion de las células B pancreaticas. Si bien se
piensa que el fracaso de la célula B también puede estar determinado
genéticamente, ya que al igual que sucede en los pacientes con DM1, en
los pacientes con DM2 el dificil control de los niveles de Glucemia con el
tiempo conduce irremediablemente al desarrollo de complicaciones de
alta demanda sanitaria, tales como ceguera, nefropatia y enfermedad

cardiovascular. (28)

Vale destacar que la naturaleza de la base de un proceso hereditario en la
diabetes de la rata GK apoya la accién aditiva de varios genes en la génesis
de la enfermedad, situaciéon que es similar a la base como enfermedad

poligénica en la mayoria de pacientes con DM2.

- Influencia de la gestacion en un medio hiperglucidico:

Independientemente del determinismo genético, en este modelo se han
descrito factores epigenéticos que participan en su desarrollo. De tal
forma que cuando la hembra GK expone a su feto a niveles altos de
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glucosa en el utero, este medio puede ser responsable del desarrollo

anormal de las primeras células B en el esbozo pancredtico.

Este planteamiento ha vuelto a reabrir la hipdtesis de que la DM2 humana
pueda tener su origen en el desarrollo fetal temprano y permanecer
posteriormente latente durante décadas. Ademas una caracteristica que
ha puesto en evidencia la rata GK es que la pérdida de capacidad
regenerativa de las células B es transmitida de una generacioén a otra. Esto

se conoce como respuestas epigenéticas transgeneracionales. (262)

- Condicion de prediabetes:

Un rasgo resaltante de la rata GK, es que tras el nacimiento, presenta un
periodo de normoglucemia que abarca principalmente la etapa de destete
y que se relaciona con los eventos de prediabetes en el hombre. Es decir,
se conoce que la respuesta anormal al metabolismo glucidico esta latente,
pero sélo se pone en evidencia al cabo del tiempo, o en casos de someter

a las ratas jovenes a pruebas de tolerancia a la glucosa.

Hasta pasados 12 meses de vida las ratas GK presentan hiperglucemia
moderada en ayunas de forma estable, es decir sin progreso a un estado
cetdsico. Por lo tanto, muestra una etapa temprana de la diabetes, cuando
la rata GK no presenta complicaciones graves asociadas con esta
condicidn. Es por ello que se postula como un modelo apropiado para
estudiar los eventos que ocurren en el periodo prediabetes, en
comparacion con las ratas diabéticas obesas que presentan hiperglucemia

grave y la hiperlipidemia.

Se ha especulado sobre el origen de esta condicidon y la teoria mas
evidente es que en época fetal ya existe un dafo a nivel pancreatico y
factores tanto extrinsecos como intrinsecos después del nacimiento
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(ejemplo, persistencia de la glucotoxicidad, cambios en la dieta o
alteracion de sefiales en los receptores del factor de crecimiento insulinico
tipo 2 [IGF-2], dafio de la capacidad de regeneracion celular, etc.) se
presentan como catalizadores de la enfermedad. Un esquema que explica
las fases del desarrollo en el tiempo de la diabetes en las ratas lo explica

Portha en diferentes trabajos y que se muestra en la Tabla 5. (260;263)

- Cambios histoldgicos del pancreas:

El aumento de la fibrosis del pancreas del sujeto diabético no estd
usualmente presente en las ratas GK jovenes, pero aumenta la incidencia
con la edad. Con lo cual se considera que la pérdida de células B (primaria,
secundaria o adquirida,) o la alteracién de la diferenciaciéon de las mismas,
tiene su génesis en la exposicion crénica a la hiperglucemia
(glucotoxicidad). Diferentes estudios también han puesto en evidencia
esta propiedad en el humano y el debate ahora se focaliza en los posibles
mecanismos responsables de la formacién de un microambiente anormal
en el islote pancreatico, como causa de la disfuncion de los mecanismos
de apoptosis y regeneracion del nimero de células B o de la alteracion en

su funcioén. (92)

Por otro lado, una caracteristica morfolégica de islotes de rata GK es la
presencia de grandes islotes pancreaticos que muestran un aumento de
tejido conectivo entre las células endocrinas (tanto a como pB). En
consecuencia, las lineas celulares productoras de glucagdn vy
somatostatina se ven interrumpidas y entremezcladas con grupos de

células B. Estos cambios fibrdticos aumentan con el tiempo.

Existen estudios que han demostrado que la marcada reaccidn

inflamatoria que acompaiia a los islotes pancreaticos de las ratas GK, se
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considera un mecanismo fisiopatoldgico importante en la génesis de la
DM2. Se han observado numerosos macrdfagos y granulocitos alrededor
de los islotes de manera que recuerdan a la reaccion inflamatoria
perivascular que ocurre en la microangiopatia diabética. Es importante
resefiar que estas caracteristicas histolégicas de los islotes se ven
revertidas en los casos en que las ratas han sido sometidas a algun tipo de

tratamiento para la diabetes (farmacoldgico, dietético o quirurgico). (264)

Tabla 5. Esquema del desarrollo espontdneo de la DM2 en las ratas GK.

Exposicion Glucemia Normal Basal Hiperglucemia basal
hiperglucemi | Prediabetes Intolerancia a la Glucosa
a materna Diabetes
Nacimiento
Tiempo  de
vida 28 dias 56 dias
Fetal Lactante | Adulto
Cambios
Histoldgico Reduccidn de la masa de células B
Inflamacion de los islotes pancreaticos, angiopatia y fibrosis
|
Fisiologico Secrecion de insulina postpandrial deficiente

| Aumento de la neoglucogénesis hepatica
] y de la resistencia periférica a la insulina

- Aumento de la sintesis de glucosa en el higado:

Otra cualidad de este modelo experimental es el aumento en la
produccidon hepatica de glucosa que ocurre también aproximadamente a
las 8 semanas de vida. Hay estudios que revelan una disminucion del
efecto de la insulina supresor en la produccion de glucosa hepatica, lo que
demuestra que el higado de las ratas GK adultas muestra resistencia a la
accion de la insulina. Ello se traduce en un aumento de la sintesis de
glucosa hepatica, ya que los hepatocitos traducen este fallo de sefales
como un ayuno prolongado y activan las vias oxidativas de Ia

neoglucogénesis. El dano hepatico descrito en las ratas GK incluye
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alteraciones en la actividad de los complejos mitocondriales, el aumento
de la oxidacidon de proteinas, la disminuciéon de enzimas antioxidantes
(superdxido  dismutasa, glutation  S-transferasa, = NADH-quinona
oxidorreductasa-1) y un aumento significativo de los biomarcadores de la

apoptosis, incluyendo la expresion de p21y p53.(27)

- Resistencia periférica a la insulina:

Es complejo explicar la presencia de insulinoresistencia en las ratas GK, sin
poder relacionarla con alteraciones en el metabolismo lipidico, que suelen
derivarse de la presencia de obesidad en el sujeto. Cuando se habla de
insulinoresistencia es clave la funcidén de los acidos grasos libres, sobre
todo a nivel hepatico. Pero en las GK la adiposidad no es la causa principal
de la resistencia a la insulina. Al parecer, los estudios realizados a través
de la experimentacion con clamps normoglicémicos han puesto en
evidencia la alteracion en los receptores de la insulina por medio de un
defecto de la enzima Akt. Se ha descrito que la rata GK muestra un
numero reducido de estos receptores, en comparaciéon con controles
Wistar. Sobre todo esta descrita la reduccidn en tejidos como el musculo
esquelético y cardiaco, asi como en la grasa blanca y parda. La enzima Akt
también llamada Proteinkinasa B en su forma secundaria (Akt2) es una
importante molécula de sefializaciéon en la via de sefalizacion de la
insulina. Se requiere para inducir el transporte de glucosa dentro de la
célula. Por lo que una actividad reducida de la Akt2 puede explicar el

desarrollo de la insulinoresistencia. (260)

- Funcionamiento del receptor de GLP-1:

Estudios en ratas GK sobre el uso de farmacos agonistas del receptor de

GLP-1 han demostrado la implicacidon de esta hormona y su receptor en la
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génesis de la diabetes. Asi pues, el uso farmacoldgico de agonistas del
receptor de GLP-1 en el periodo de prediabetes de la rata, inducian a una
regeneracion de la célula B y de esta forma prevenian el desarrollo de
hiperglucemia. La prueba de ello también es tangible en el hombre con el
desarrollo del Exenatide, farmaco que actla sobre los agonistas del
receptor de GLP-1 y logra inhibir el decrecimiento de la masa funcionante

de células B. (209)

- Alteraciones en drganos diana:

Al igual que otros modelos animales de diabetes, la rata GK desarrolla
algunas caracteristicas que pueden ser comparadas con las complicaciones
de la diabetes humana. Estas caracteristicas han demostrado ser utiles
para estudios relacionados con la patogénesis de la nefropatia diabética,
complicaciones vasculares, hipertension y cardiopatia, osteopenia en
condiciones de hiperglucemia cronica, cambios estructurales en los

nervios periféricos y anomalias en la retina que conducen a ceguera.(255)

Las caracteristicas descritas previamente, hacen de las ratas GK un modelo
experimental apropiado para el estudio de la DM2, razén por la cual se
escogid en nuestro estudio. La siguiente tabla (Tabla 5) muestra los rasgos

comparables entre el hombre y la GK.
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Tabla 5. Caracteristicas comparables en el hombre en relacidn a la rata GK.

Caracteristica Paciente DM2 Rata GK

Propiedades de la células 3

Reduccidn de las células B v v
Aumento de la apoptosis de las células B debida a glucotoxicidad 4 v
Disminucion de la regeneracién de células No v

Cambios histol6gicos en el pancreas

Aumento de la fibrosis en el tejido pancreatico v v
Infiltracion de macrdfagos y reaccion inflamatoria alrededor de los v v
islotes

Amiloidosis de los islotes pancreaticos v No

Alteraciones fisiologicas

Fase de prediabetes con hiperinsulinemia 4 v

Respuesta reducida de la insulina 4 v

Sintesis y desarrollo normal de la Proteina C —proinsulina- Desconocido v

Activacion del mecanismo oxidativo y no oxidativo de produccion v v

de glucosa hepatica

Respuesta de la insulina a GLP-1 normal 4 4
Alteraciones a nivel celular

Disminucion de la expresion del receptor GLUT2 4 No

Reduccion de la expresion de la Proteinkinasa B Desconocido v

Alteracion a nivel mitocondrial 4 v

Oxidacion de la Glucosa Disminuida Variable

Aumento en la produccion de lactato Desconocido v
Ambiente en el embarazo

Hiperglucemia materna como factor de riesgo de la diabetes v v
Efecto de los tratamientos conocidos para la DM2

Respuesta de las células B al tratamiento farmacoldgico 4 v

Respuesta al cambio dietético 4 v

Respuesta a la manipulacién quirurgica del tracto gastrointestinal 4 v
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

1. INTRODUCCION

Existe una evidencia creciente que muestra que la cirugia de la obesidad es
capaz de inducir cambios significativos en las hormonas intestinales y
factores reguladores de la homeostasis energética, apoyando la idea de
qgue los efectos de estas operaciones son en realidad efectos
verdaderamente metabdlicos, con capacidad de mejorar los factores que

predisponen a la DM2.(15)

Es mas, si se considera la capacidad de inducir la remisién de la DM2, la
cirugia bariatrica parece ser aun mas eficaz en la diabetes que en la
obesidad. Por tanto la definicion de "operaciones bariatricas" podria ser
insuficiente para definir los procedimientos quirurgicos que se traducen en
algo mas que la pérdida de peso. Tal vez seria mas apropiado considerar la
definicion de “cirugia metabdlica” e incluso de "cirugia para la diabetes"
para aquellas operaciones que se realizan en pacientes con DM2 sin otras
alteraciones anadidas (obesidad, hipertensidn, hipetrigliceridemia, etc.) y
con la finalidad dltima de corregir principalmente esta alteracion

metabdlica.(12)

Pero si bien las indicaciones de cirugia bariatrica para los pacientes con
diabetes y obesidad, estdn ampliamente establecidas,(33) es evidente que
en la campo de la DM2 no asociada a obesidad, aun falta esclarecer
muchos mecanismos fisiopatolégicos, para poder establecer protocolos de
actuacion. Mientras tanto cirujanos como pacientes plantean

continuamente en foros cientificos del tema, las siguientes preguntas:
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-¢Cudndo se puede plantear la cirugia a un paciente diabético no obeso?

-¢Deben insistir lo endocrindlogos en continuar con las terapias médicas en pacientes en
los que se prevé una proyeccion de la enfermedad de muchos anos de evolucion?

-éSe puede obviar que la hiperglucemia mantenida continta ejerciendo su efecto
deletéreo sobre diferentes drganos mucho antes de que el diagndstico clinico de la DM?2
se haya realizado?

-¢éSe deberia tomar en cuenta otros factores al margen del IMC para recomendar una
cirugia en el tracto intestinal que mejore el metabolismo glucidico?

Muchas de estas preguntas probablemente sean respondidas en los
proximos afios y en ese sentido nace la inquietud de desarrollar este
proyecto de investigacion. Dada la compleja etiopatogenia de la DM2, es
evidente que aun hoy se hacen necesarios modelos experimentales.
Dichos modelos permitiran el analisis de los mecanismos fisiopatoldgicos
(centrales, intestinales, endocrinos, etc.) implicados en la recuperacion del
metabolismo energético, asi como una mejor comprension de los factores
funcionales y de los mecanismos moleculares que regulan la proliferacion

y/o regeneracion de las células B.

Con nuestro estudio se ha propuesto desarrollar una nueva técnica
quirurgica que logre restablecer los niveles glucidicos sin afectar al peso
global del individuo. Con los resultados obtenidos hemos dado por valido
el procedimiento técnico de la propuesta quirurgica. La efectividad de Ia
técnica viene respaldada por los resultados analiticos e histoldgicos
obtenidos, que son comparables a otros estudios en esta linea de
investigacion. Con la validacidon experimental en el modelo animal, no se
pretende establecer indicaciones formales acerca de la cirugia de la DM2
en pacientes no obesos, sino sumar una propuesta adicional a los

tratamientos quirdrgicos existentes en la actualidad.
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En realidad, el propdsito final de todo el estudio ha sido aportar mas
informacién al medio cientifico sobre el tema de la cirugia de la diabetes,
area de estudio que se encuentra en extenso auge, y donde diferentes
grupos de investigacion a nivel mundial estan desarrollando diferentes
experimentos con la finalidad de averiguar cuales son los factores que
estan involucrados en el mecanismo que produce la mejoria de la DM?2
tras cirugia intestinal. De manera que, pensamos que los resultados
obtenidos en este proyecto aportaran al mundo cientifico nuevos datos
que permitan confirmar o rechazar ciertos postulados e incluso abrir

nuevos caminos para ampliar el estudio.

2. CONSENSOS NACIONALES E INTERNACIONALES.

En el afo 2007 se reunen en Roma un grupo de aproximadamente 50
expertos, compuesto por los endocrindlogos y cirujanos mas influyentes
del mundo en el campo de la cirugia metabdlica, y tras numerosas
exposiciones y encuestas acuerdan afirmar que:

“La cirugia gastrointestinal puede ser apropiada para el tratamiento de la
DM_2 en pacientes entre 30 y 35 de indice de masa corporal (IMC) que no
tengan un control adecuado mediante el estilo de vida y el tratamiento

médico”.

La Diabetes Surgery Summit (DSS) se constituye entonces como arbitro
que reconoce la legitimidad de abordajes quirurgicos para el tratamiento
de la diabetes en pacientes cuidadosamente seleccionados. Ademas de la
anterior afirmacion, se acordaron otras muchas conclusiones que vienen
reflejadas en el resumen que realiza Rubino en una publicacion del Annals

of Surgery de 2010.(32) Otras de las conclusiones a las que se llegd fue el
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de priorizar los ensayos clinicos para investigar el papel exacto de la cirugia
en pacientes con obesidad menos severa y diabetes sin obesidad. Por otra
parte, deben alentarse las investigaciones sobre los mecanismos de control
quirdrgico de la diabetes ya que pueden ayudar a avanzar en la
comprension de la fisiopatologia de la diabetes que aun sigue siendo
incierta. Con todo esto la DSS establece las bases para una subespecialidad
descrita en las bases de "La cirugia de la diabetes", y si bien estimula a
mejorar el acceso a las opciones quirurgicas respaldadas por estudios,
también lanza una alerta para prevenir el dano derivado del uso

inadecuado de procedimientos no probados.

En 2011 la International Diabetes Federation (IFD) acuerda que la cirugia
de la diabetes es eficaz, mas barata que el tratamiento médico y se debe
considerar como una opcion de tratamiento, sobre todo si disminuye las
muertes por causa de enfermedad cardiovascular.(265;266) Por su parte,
en 2013, representantes de la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y
Nutricion (SEEN), Sociedad Espafiola de Cirugia de la Obesidad vy
Enfermedades Metabdlicas (SECO), Sociedad Espaiiola para el Estudio de la
Obesidad (SEEDO) y la Sociedad Espaiola de la Diabetes (SED) elaboraron
el documento de posicionamiento de la cirugia metabdlica como un
procedimiento universal Util en un gran numero de pacientes
diabéticos.(33) Este documento de consenso nacional, abre un campo a la
cirugia muy prometedor en cuanto al gran numero de pacientes que
pueden beneficiarse de nuevas indicaciones de intervenciones y en cuanto
a lineas de investigacion médica y quirurgica que se deben desarrollar. En
nuestra investigacion hemos tratado de ajustarnos a los criterios de este

documento en cuanto a la investigacion experimental. A continuacion se
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presenta un resumen de los postulados mas relevantes del Consenso

Espafiol de 2013.

3. DOCUMENTO ESPANOL SOBRE EL TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LA
DIABETES. POSICIONAMIENTO DE LA SENN, SEEDO, SECO Y SED DE 2013.
3.1. INDICACIONES

A.- La cirugia metabdlica esta indicada en pacientes con obesidad

(IMC = 35 Kg/m2), con especial atencion si la diabetes o sus

comorbilidades son dificiles de controlar con cambios en el estilo de vida y

tratamiento farmacoldgico (nivel de evidencia B).

B.- Aunque no recomendamos de manera indiscriminada la cirugia
metabdlica en DM2 con IMC 30-35 Kg/m2, debido a insuficientes datos a
largo plazo sobre reduccion de morbimortalidad cardiovascular y/o
disminucion de complicaciones microvasculares (nivel de evidencia E), se

puede plantear su aplicacion en ciertas situaciones.

B.1.- Analizando la experiencia positiva de algunas series de casos y
ensayos clinicos pequeinos a corto y medio plazo en la mejoria del
control glucémico y de las comorbilidades asociadas, consideramos
gue podrian ser candidatos a cirugia metabdlica los pacientes con

DM2 e IMC 30-35 Kg/m2 que cumplan los siguientes requisitos:

B.1.1. Pacientes en los que, habiendo sido evaluados por un
endocrindlogo en el contexto de un equipo interdisciplinar, se haya
descartado otras formas de diabetes diferentes de la DM2 (DM1,
LADA o MODY)
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B.1.2. Que muestren un deterioro progresivo del control
glucémico (HbA1C > 7,5 %) a pesar del tratamiento convencional
optimizado y en los que, especialmente, coexistan otras
comorbilidades mayores no controladas adecuadamente (dislipemia

aterogénica, hipertension, apneas obstructivas del sueio).

B.2.- La inclusidon de pacientes fuera de estos criterios debe formar
parte de protocolos de investigacion bien disefiados y controlados,
confrontados a tratamientos convencionales basados en cambios del

estilo de vida y tratamiento farmacoldgico habitual.

C.- Conviene sefialar que las tasas de remisidn son menores cuando
el diagndstico de la diabetes supera los 10 afios, el paciente sigue

tratamiento con insulina y existe evidencia de escasa reserva pancreatica.

3.2. CONDICIONES DESDE EL PUNTO DE VISTA QUIRURGICO

La cirugia metabdlica debe ser realizada por un cirujano bariatrico experto
y debe basarse en técnicas ya conocidas, pudiendo adaptarse a las nuevas
condiciones de peso y control metabdlico que necesite el paciente. Los
procedimientos novedosos deben formar parte Unicamente de ensayos

clinicos estructurados.

La cirugia metabdlica debe realizarse en el contexto de una colaboracién
interdisciplinar que agrupe, con los cirujanos bariatricos, a otros
especialistas con los que compartir experiencias y resultados:
endocrindlogos, cardidlogos, internistas, investigadores basicos y clinicos,

etc.
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3.3. CRITERIOS DE REMISION DE LA DM2 CON TRATAMIENTO
QUIRURGICO.

Se debe emplear el concepto de remisién y no el de curacién en la
evaluacion de los resultados de la cirugia metabdlica. Los criterios de
remision de la DM2 propuestos en este posicionamiento son los mismos
gue los establecidos por consenso por un grupo de expertos que describen
en el articulo de Buse et al. en la revista de Diabetes de Care de 2009.(70)
En cualquier caso la cirugia debe contribuir en la totalidad de los casos a
alcanzar las metas minimas de buen control metabdlico (con/sin
tratamiento activo coadyuvante): HbA1C < 7 %, LDL <100 mg/dL,
triglicéridos <150 mg/dL, HDL >40 mg/dL (hombres) y >50 mg/dL
(mujeres) y TA< 140/80 mmHg.

Los criterios de remision de la DM2 avalados por la ADA(1) tienen en
cuenta las cifras de HbAlc y de glucemia en ayunas, asi como la necesidad
de tratamiento farmacoldgico y el tiempo de duracion del mismo. Asi pues,
define diferentes términos:

A.- Remisidn parcial de la DM2: en presencia de una cifra de HbAlc < 6,5%,

una glucosa basal entre 100 y 125 mg/dl con ausencia de tratamiento
farmacoldgico, durante por lo menos un afios de seguimiento.

B.- Remision completa de la DM2: se define por una HbAlc < 6,5%, una

glucosa basal < 100 mg/dl (< 5,6 mmol/l) y ausencia de tratamiento
farmacolégico al menos tras un afo de seguimiento.

C.- Remision prolongada de la DM2: cuando los resultados se mantienen al

menos por 5 afos. De forma que pacientes que sélo logren reducir cifras
de HbA1c, o reducir tratamiento farmacoldgico se considera “mejoria de la

DM?2” y no remision.

-171 -



De todas formas, la remisidn de la diabetes sigue siendo un concepto muy
heterogéneo. Este hecho dificulta la comparacién entre las muestras de
diversos estudios en el mundo quirurgico. Es frecuente que la remision se
defina en términos de "normalizacién" de la glucemia en ayunas o de los
valores de hemoglobina glucosilada (HbA1C) factor que obliga a suspender
o disminuir la dosis de los antidiabéticos o la insulina. Sin embargo, esta
definicion no incluye criterios especificos para los niveles de HbA1C
(variando desde < 6,0 a 7,0 % en de uno a otros articulos), asi como no se
describen plazos de tiempo cuantificable para dicha “normalizacién”. Por
ello se recomienda utilizar las bases del Consenso anual de la ADA, con el
fin de lograr estudios que puedan comparar diferentes series de pacientes

y diferentes técnicas quirurgicas.

De igual forma se debe demandar estudios de alta calidad que comparen
las tasas de remision de la diabetes mediante la cirugia bariatrica. A este
respecto, a nivel mundial ya se han realizado varios ensayos controlados
aleatorizados como el de Dixon et al. donde aleatorizaron 60 pacientes
obesos grado | con un IMC de 30-40 Kg/m2 y un diagndstico de DM2 de
menos de 2 afos, comparando banda gdstrica versus una terapia médica
convencional. Hasta un 73% de los pacientes en el grupo quirurgico logré
el objetivo primario en comparacion al 13% en el grupo de tratamiento

médico.(267)

Por su parte Schauer et al. en el estudio STAMPEDE (Surgical Therapy and
Medications Potentially Eradicate Diabetes Efficiently) asignaron al azar a
150 participantes obesos con DM2 mal controlada (HbA1C >7%) en uno de

los siguientes grupos: 1) Solo tratamiento médico intensivo, 2) BPG o 3)
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GV, con terapia médica intensiva como complemento a los procedimientos

quirurgicos. La efectividad del tratamiento se definié como una HbA1C <

6% a los 12 meses. Todos los participantes recibieron tratamiento médico
intensivo segun las recomendaciones de la ADA que se especifican el
cuadro siguiente.(268)

Figura 1. Estudio STAMPEDE.

150 pacientes obesos TRATAMIENTO MEDICO INTENSIVO SEGUN LA ADA
mérbidos con DM2 mal Asesoramiento de estilo de vida.
controlada, se asignan Control de peso.
al azar entre 3 grupos: Auto-monitorizacién diaria de la glucemia.

Farmacoterapia adecuada
(incluyendo el uso de miméticos de las incretinas).

Sélo tratamiento Realizacién de Bypass Realizacion de
médico intensivo Gastrico (BPG) mas Gastrectomia Vertical
tratamiento intensivo (GV) mas tratamiento
intensivo.

Del estudio STAMPEDE se concluyd que el 42% de los pacientes del grupo
de BPG logré el objetivo primario, en comparacidon con un 37% en el grupo
de GV, y 12% en el grupo de tratamiento médico. Los pacientes sometidos
a BPG normalizaron la HbA1C sin antidiabéticos orales, mientras que un
28% en el grupo con gastrectomia requirid uno o mas farmacos para
controlar la glucemia; en cambio en el grupo de control médico, se debio
aumentar la pauta de tratamiento farmacoldgico.

No se puede dejar de mencionar dentro de las lineas de estudio actuales
los resultados de Lee WJ et al. que realizaron un estudio retrospectivo
sobre aproximadamente 200 casos de pacientes diabéticos con IMC a

partir de 27 Kg/m2.(269) De ellos el 86% fueron sometidos a BPG y el 14%
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a técnicas restrictivas. Al afio el IMC medio se redujo de 28,5 a 23,4 Kg/m2
y la HbA1C disminuyd a 6.3%. La remision de la DM2 se logré en el 72,4%
de los pacientes. Los pacientes con una duracion de la diabetes de < 5 afios
tenian una mejor tasa de remision de la diabetes que los pacientes con la
duracion de la diabetes > 5 afos. Del mismo modo, los pacientes con IMC
> 30 Kg/m2 tuvieron una mejor tasa de remision de la diabetes que
aquellos con IMC < 30 Kg/m2. Tras aplicar un andlisis estadistico se
confirmé que el tiempo de evoluciéon de la diabetes y el tipo de cirugia
predicen en mayor grado la remision de la diabetes. Por lo tanto, aunque
existan algunos casos de recaida a largo plazo, la evidencia de los estudios
antes mencionado confirman que la mejora de la glucemia y los beneficios

de la misma persisten afos después de la cirugia.

4.- PROPUESTA PARA UNA NUEVA TECNICA QUIRURGICA EXPERIMENTAL
PARA EL TRATAMIENTO DE LA DM2

Cualquier nueva técnica quirurgica propuesta para el tratamiento de la
DM?2 debe fundamentarse en los principios ya comentados previamente
de los diferentes documentos de consenso, asi como en los estandares de

la ADA que se detallan en el cuadro lateral a continuacion.
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ADA 2014 Estandares en el Tratamiento de la DM2 —

Apartado de Cirugia baridtrica y metabdlica en la DM2

5.- ¢§QUE LLEVA A PENSAR QUE EXISTE
CAMPO PARA UNA NUEVA TECNICA
QUIRURGICA EXPERIMENTAL?

Para responder a esta cuestién nos

basaremos en cuatro evidencias:

a.- Analizando la evolucion de la cirugia
bariatrica en el tiempo y considerando
sus beneficios sélo en términos de
efectividad para inducir la remisidon de
la DM2, las técnicas quirurgicas para la
obesidad parecen ser aun mas eficaces
en corregir las disfunciones metabdlicas
como la diabetes que el problema de la
obesidad en si misma.

b.- La sociedad conoce de estos
resultados y no son pocos los diabéticos
que a sabiendas del avance silencioso e
implacable de la enfermedad empiezan
a demandar soluciones definitivas a su
condicion, aun cuando su IMC sea
menor de 35 o, en inicio, no presenten

complicaciones derivadas de la DM?2.

c.- Existen diferentes técnicas para la

cirugia de la obesidad y todavia hoy en
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dia ninguna ha podido establecer su supremacia sobre el
resto. Ademads, en diferentes proporciones todas ellas logran
mejorar la DM2. Sin embargo técnicas exclusivamente para el
tratamiento de la DM2 en pacientes no obesos aun estan en
fase experimental, y cualquier aporte que podamos dar en

este sentido, lo consideramos beneficioso.

d.- A lo largo de la historia de la medicina, no son pocos los
casos en que la cirugia ha abierto nuevos caminos de
exploracién acerca de la fisiopatologia y tratamiento de
diversas enfermedades. Y en muchas oportunidades los datos
aportados por las técnicas quirurgicas terminan creando las
bases para un desarrollo farmacolégico posterior. Con este
propdsito pensamos que nuestra propuesta puede aportar

nuevos conocimientos para el tratamiento de la DM2.

6.- ¢éCUALES SON LAS BASES ANATOMO-FISIOLOGICAS DE ESTA NUEVA
TECNICA QUIRURGICA EXPERIMENTAL?

Dado que uno de los objetivos del estudio es plantear una nueva técnica
quirudrgica para el tratamiento de la DM2 en paciente no obeso, en primer
lugar se explican las bases anatomo-fisioldgicas que fundamentan una
nueva técnica.

En este sentido tenemos 6 puntos clave para evaluar:

1. Exclusion del duodeno versus la llegada acelerada de los alimentos al
ileon.

2. Preservacion de la cdmara gastrica

3. Fundamento para una sola anastomosis
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4. ;Donde ubicar la anastomosis?
5. éCudles deben ser las longitudes del asa?

6. ¢ Es necesario adicionar una técnica antirreflujo?
Se explica cada apartado en el modelo humano y modelo experimental
animal, segln el disefio que se explicara en la metodologia de este

estudio.

6.1.- Exclusion del duodeno versus la lleqada acelerada de los alimentos al

ileon.

Para abordar este fundamento se debe recordar la disyuntiva que existe en
relacion a cual de las hipdtesis predomina en el efecto intestinal, que
produce el beneficio de la DM2. Entonces vuelve a surgir la pugna entre la
hipotesis del intestino proximal versus el distal (Foregut vs.
Hindgut.)(16;270)

Por consiguiente, con base en los estudios que sefialan que el efecto que
mejor explica la mejoria de la DM2 en los procedimientos bariatricos es el
la exclusion del duodeno y el yeyuno proximal del transito de nutrientes,
en nuestro estudio vamos a considerar la teoria del Foregut como eje de la
nueva técnica. En nuestro caso sélo se realizara un cierre en el paso de los
alimentos por el piloro, sin resecar tejido alguno y, posteriormente, se
abrira paso al circuito alimentario a través de una anastomosis

gastroyeyunal.

6.2.- Preservacion de la camara gdstrica.

Muchas de las técnicas bariatricas que suponen una restriccion en el

volumen de la camara gastrica tienen como finalidad dos aspectos: la
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restriccion alimentaria e inhibir el efecto que sobre la ingesta genera la
grelina desde el fundus gastrico.(18;271) Sin embargo, estos efectos no
serian deseados en una cirugia para la DM2 en sujetos sin obesidad, donde
en principio no se requiere reducir el peso corporal inicial. Por tanto,
damos por supuesto que los mecanismos de control de la DM2 desde el
punto de vista de la cirugia bariatrica incluyen, mds que una restriccién a la
ingesta, la accion de mecanismos hormonales.

Entonces seria deseable preservar el estdmago y evitar efectos de
restriccion calérica como ya describieron Sun y colaboradores en el
articulo presentado en Obesity Surgery de 2013.(272) En la rata preservar
la region quimica del estdmago y realizar la seccidn a nivel de la region
mecanica. En el humano implicara ante todo la preservacion del fundus

gastrico.

6.3.- Fundamento de una sola anastomosis.

El BPG y la DBP son técnicas que obtienen los mejores beneficios en
relacion a la mejoria del metabolismo glucidico. Sin embargo, son técnicas
gue conllevan una complejidad importante en su desarrollo y mas aun por
via laparoscopica, que en los ultimos afios se establece como la via de
abordaje de eleccién. Aunque las maniobras para realizar esta técnica
estan mas que estandarizadas, no son pocos los cirujanos que reconocen
los beneficios de una sola anastomosis.(153;273;274) Beneficios tales
como:

- Disminuir el riesgo de deshicencia y fugas al elaborar una sola linea de
sutura anastomotica.

—>Disminuir el tiempo operatorio.

—>No apertura de los mesos intestinales, elemento fundamental a la hora
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de realizar un bypass en Y de Roux o una derivacion biliopancreatica.

Ademads, abogando a la sinceridad, en la practica clinica diaria es elemental
observar que técnicas que implican una mayor facilidad y comodidad para
su ejecucion por via endoscépica (como la gastrectomia vertical) han
tenido mejor cabida entre los cirujanos que técnicas que exijan una mayor
destreza manual (como la derivacién biliopancredtica). Es por ello que,
buscando estos beneficios, en este estudio nos inclinamos por desarrollar
una técnica que promoviese una sola anastomosis, tal y como se plantea
en el bypass gastrico de un asa en omega. En la rata se ejecutd esta

anastomosis en una sutura manual con hilo de bajo calibre, irreabsorbible.

6.4.- Donde ubicar la anastomosis?

Si se preserva la camara gastrica se hace importante establecer donde
realizar la reestructuracion del transito intestinal. En primer lugar se penso
en una reconstruccién tipo Switch duodenal preservando el piloro y los
primeros milimetros del duodeno y alli mismo hacer Ila
anastomosis.(275;276) Este planteamiento busca evitar el bafio de la
mucosa gastrica con liquidos biliares y pancreaticos, elemento que a su vez
genera los problemas de ulceras marginales y gastritis por reflujo. Sin
embargo, los frecuentes problemas que se han presentado en relacién al
retraso del vaciamiento y alteraciones de motilidad y retencion gastrica,
por el fendmeno de gastroparesia, habitual en los pacientes diabéticos,

hizo reconsiderar el mantener el piloro.(277)

La relajacion del piloro siguiente distension gdastrica es un factor crucial en
la expulsion de contenido gastrico al duodeno. Aunque ha sido bien

establecido que la motilidad del piloro estda bajo control vagal, (278)el
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mecanismo de relajacidon pildrica en respuesta a la distension gdstrica
sigue siendo poco clara. Los sintomas de la gastroparesia incluyen nauseas
postprandial, dolor epigdstrico, ardor, hinchazdn, saciedad precoz, excesiva
eructos, anorexia y vomitos.(279) Aunque asociado a diversidad de
entidades patoldgicas, la causa mds frecuente de gastroparesia es la
diabetes mellitus. Cerca de la mitad de los pacientes con DM1 o DM2
pueden presentar un retraso en el vaciamiento gastrico.(280) Los datos
recientes sugieren que el defecto en el vaciado no sélo se debe a una
neuropatia autondmica, sino que la hiperglucemia per se, puede contribuir
a la patogénesis de los trastornos de la motilidad gastrica. De hecho, la
mejoria del control glucémico en pacientes diabéticos se asocia con

mejoras en el vaciado gastrico y mejoria de los sintomas. (277)

Teniendo en cuenta que se propone una cirugia experimental, pero que se
supone definitiva para el tratamiento de la DM2, es mandatorio pensar
gue si la misma no es efectiva se pueden producir alteraciones del vaciado
gastrico no sélo por la glucemia no corregida sino por probables cuadros
de estenosis de la anastomosis a nivel del duodeno. Por lo que por esta

causa se desestima la realizacién de anastomosis duodeno-yeyunales.

Por tanto se retoma la idea de una anastomosis gastroyeyunal en omega.
Esta forma de montaje para excluir el duodeno viene a ser una nueva
forma de ver el Billroth Il. La principal diferencia con esta técnica es que la
anastomosis gastroyeyunal no se realiza de forma término-lateral sino
latero-lateral, en la parte verticalizada del estdmago. Sin embargo,
pensando en un posible reflujo alcalino o en complicaciones como el

sindrome de dumping nos hemos planteado realizar una variante del tubo
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gastrico reverso (TGR) de Gavriliu y Heimlich (281).

El TGR es una técnica quirurgica desarrollada en la década de los cincuenta
para plantear una reconstruccién del tracto digestivo a nivel de la
transicion esofago-gastrica. Por lo general su desarrollo estaba propuesto
como un tipo de esofagoplastia cuando por causas congénitas (atresia) o
patolégicas (fundamentalmente patologia cancerosa) debia de resecarse el
es6fago. La propuesta inicial de sus creadores era aprovechar la curvatura
gastrica mayor para realizar un colgajo tubular que se pudiera subir a
través del diafragma y servir de neoesdfago.(282) Con este principio, se
propone que en lugar de anastomosar directamente el intestino a la
curvatura mayor del estdbmago se proceda a realizar un TGR y alli realizar la
anastomosis. Las caracteristicas que nos impulsan a plantear este diseno

es que se juega con la gravedad a favor del descenso del flujo biliar.

De hecho, expertos en la técnica del Minibypass Gastrico (MBG), como son
el Dr. Rutledge en EE.UU., el Dr. Deitel en Canada y el Dr. Kuslar en India
han recomendado prevenir el efecto lesivo del reflujo biliar,(283-285) si se
realiza la anastomosis gastroyeyunal por debajo del drea anatémica
conocida como “pata de ganso” (insercidon del nervio de Latarjet en la
curvatura menor del estdmago.) Al parecer, hay mecanismos fisiolégicos
inherentes a la inervacién que hablan a favor de esta ubicacidén, mas alla
del efecto esperado por la gravedad. Por lo tanto, con nuestro TGR, la
porcion de estomago descendida, cumple con esta condicion. Pero el tubo
reverso no solo estda pensado para evitar el reflujo, sino que también
creemos que estrechar la camara gastrica en direccién caudal permite

frenar en cierto grado el paso de los alimentos al intestino y disminuir en
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lo posible el fendmeno de dumping. Ademas, con este tubo se dispone de
un rico y confiable suministro de sangre, y realizando una anastomosis de
amplitud adecuada se logra transportar el alimento de manera eficiente.
En todo caso es necesario evitar la manipulacidén excesiva de la camara

gastrica y de los nervios del estémago.

En caso de haber reflujo, el contacto con la mucosa gastrica seria menor
(sélo a nivel del TGR) y si se produjesen alteraciones ulcerégenas graves
(que ya son raras en la historia del MBG) siempre cabe la posibilidad de

resecar esta zona y reconvertir a un bypass en Y de Roux.

En el Ultimo consenso sobre MBG y Bypass en Omega realizado en 2014 en
Montreal, Canad3d, el Dr. Deitel ha adelantado algunas de las conclusiones
a las que llegaron los diferentes expertos en el tema, en un resumen que
puede leerse en la red.(286) En dichas conclusiones se aprecia una
tendencia en el mundo quirdrgico a valorar técnicas menos agresivas como
el MBG, que pueden ajustarse a las necesidades del paciente segin su IMC
o estado metabdlico. En un anexo al final de esta seccidon, resumimos los
aspectos mas notables de dicho consenso, que estan pendientes de
publicacidon oficial, y que pueden consultarse en: Published on Bariatric

News  (http://www.bariatricnews.net)  MiniGastric  Bypass  (One

Anastomosis) Course.

6.5.- ¢Cudles deben ser las longitudes del asa?

Dentro de las diferentes técnicas de una sola anastomosis el fundamento
técnico se basa la distancia minima requerida para excluir al duodeno sin

crear mayores alteraciones absortivas a nivel del yeyuno. Como referencia
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tomamos las distancias mds comumente utilizadas en el Billtorth 11(287)
donde la anastomosis gastroyeyunal se ubica entre 60-100 cm desde el
angulo de Treitz, en el hombre. En la rata esta distancia supone alrededor

de 8 cm (a nivel del primer lipoma fijo del asa libre yeyunal).

6.6.- ¢Es necesario adicionar una técnica antirreflujo?

Es evidente que en la experiencia quirdrgica una anastomosis
gastroyeyunal tiene muchas complicaciones desde el punto de vista del
reflujo biliar a los compartimentos gastrico y esofagico. De hecho este
punto fue la transicion fundamental para abandonar el Billroth Il en las

reconstrucciones del transito digestivo después de una gastrectomia.

En este sentido nos apoyamos en la experiencia que ha dado la técnica del
BAGUA donde el cambio mas importante en comparacién con el original
del MBG de Rutledge es el tipo de anastomosis.(162) La anastomosis del
BAGUA implica una conexion estomago-yeyuno de forma latero-
lateral.(288) Ademads, se fija el asa de yeyuno a la nueva bolsa del
estdmago unos centimetros mas arriba de la anastomosis, de manera que
el contacto del flujo biliar ocurre algunos centimetros mas caudalmente
(aproximadamente a 15-20 cm de la anastomosis.) Se supone que el efecto
de la fuerza de la gravedad y la conexién lateral con el estdmago (junto con
la entrada de la secrecién gastrica y el bolo alimenticio), minimiza el
contacto de las secreciones biliopancreaticas con la mucosa gastrica. En la
rata, el mismo efecto se logra fijando el asa yeyunal a la parte del
estdmago por encima de la anastomosis, aproximadamente a 3 cm de la

misma.
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Refiriéndonos de nuevo al Consenso de Montreal 2014,(286) vale destacar
que de todos los expertos consultados, alrededor de un 15% de los
cirujanos que realizan cirugias tipo MBG o de Bypass en Omega, reconocen
realizar alguna maniobra anti-reflujo biliar. En este sentido, no obstante, la
evidencia juega a nuestro favor, pues el Dr. Deitel ha hecho referencia
sobre el hecho de que no se evidenciéd desarrollo de carcinoma de
estdmago en aquellos pacientes que fueron sometidos a vagotomia vy
piloro-plastia debido a enfermedad ulcerosa. De hecho, la bilis siempre
estuvo presente en la parte inferior del estdmago y entonces no se
comunicaron casos de displasia o neoplasia relevantes.(289;290) También
sefald que en un estudio en 1991 realizado por Franz vy
colaboradores(291) ya se habia comentado que los cambios neoplasicos en
el estdbmago de roedor ocurren Unicamente a nivel de los dos tercios
proximales de su camara gastrica y no en el tercio distal, como suele

presentarse en el estdmago humano.

Del mismo modo, hay que tener en cuenta que el desarrollo de carcinoma
en el estdmago de modelos animales como los roedores, no puede
extrapolarse fielmente a los humanos, al menos en relacion al reflujo biliar
o a la presencia de carcindgenos como el H. Pilory. En 1994 Ia
International Agency for Reasearch on Cancer y la Organizacion Mundial
para la Salud basados en la evidencia cientifica hasta el momento
resefiaban que los estudios experimentales en modelos roedores de
cancer, no habian probado suficiente similitud a la patologia en el
hombre.(292) La mayor diferencia entre el animal y el humano es la
condicidon de cuadrupedo del primero, donde presenta el abdomen al

mismo nivel, y el contenido intestinal puede refluir mas facilmente. En el
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hombre la bipedestacién y gravedad juegan como mecanismos

protectores.

Ademas, suponiendo un posible problema de reflujo gastroesofagico por la
manipulacién del estdmago, no se descarta poder realizar una técnica
antirreflujo en los sujetos que se estimen. De hecho, realizar el tubo
reverso gastrico a mitad de la curvatura mayor, dejard posibilidad de no
manipular el fundus gastrico, en prevision de poder realizar una
funduplicatura de Nissen si fuera necesario.

A continuacion se esquematiza las secuencias de Graficos que explican el

disefo que hemos realizado:

Figura 1. Técnicas quirurgicas existentes donde se apoyan el disefio de la Exclusion
Duodenal.

A. Minibypass B. Tubo Gdstrico Reverso C. Bypass de una Anastomosis

v
13-15m X ~ W
—
| 15-2¢m| {'1’: 8']0CmE
xg'_—"

- 185 -



Figura 2. Técnica segun Gavriliu-Heimlich cldsica.

Secuencia para la realizacion de un tubo gdstrico reverso segun publicacion de Gavriliu.
1.- Disposicion anatéomica del estomago. Division del tronco celiaco. Recorrido de la
arteria gastroepipldica derecha a través del ligamento gastrocdlico. 2.- Esquema
preliminar de la creacion de un Tubo Gdstrico Reverso (TGR) 3.- Creacion del tubo
gdstrico con grapadora mecdnica. 4.- Disposicion del TGR como neoesdfago.

Fig. 4 Técnica de Exclusion Duodenal.

Secuencia para la realizacion de un tubo gdstrico reverso segun nuestra propuesta.

1.- Esquema preliminar de la creacion de un tubo gdstrico. 2.- Creacion de la plastia
gdstrica con grapadora mecdnica 3.- Resultado final de la plastia gdstrica. Obsérvese
que la arteria gastroepipldica provee el riego sanguineo adecuado a la plastia. 4.-

Reorganizacion del transito intestinal segun la propuesta del bypass gdstrico de una
sola anastomosis.

- 186 -



Figura 4. Técnica quirurgica propuesta.

LIGADURA DEL DUODENO

FIJACION DEL YEYUNO

‘ ASA EN OMEGA
- ‘ i \
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ANASTOMOSIS
GASTROYEYUNAL
LATERO-LATERAL

Técnica Quirurgica Experimental Desarrollada:

Exclusion Duodenal a través de bypass gastro-intestinal de una sola
anastomosis en asa omega. Preservacion de cdmara gdstrica y con
variante de tubo reverso gdstrico como elemento anti-reflujo biliar. (De
ahora en adelante: Exclusion Duodenal)
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MiniGastric Bypass (OneAnastomosis) Course.

Published on Bariatric News (http://www.bariatricnews.net)

This article was coauthored by: Mervyn Deitel, MD, FASMBS (Toronto, Canada) and Kuldeepak S.
Kular, MD (Bija, India)

En agosto de 2014 se realizé un curso especial sobre Minibypass gdstrico (MBG/ OAGB, Omega loop bypass)
con la colaboracion de prestigiosos cirujanos de la talla de Jean Marc Chevalier, Kudeepak S. Kular, Mervyn
Deitel y Wei Jei Lee. Este curso se celebrd en Montreal, en el marco del XIX Congreso Mundial de la IFSO.

Todos los ponentes del curso han publicado series recientes realizando MBG u OAGB. De hecho, y se puede
acceder a los trabajos de los ponentes a través de PubMed. Estos documentos siguen revelando que MBG
tiene excelentes resultados. Un plan de estudios con los resimenes de estos trabajos actuales se distribuyé a
los asistentes. Asistieron a este curso mds de 30 expertos en el tema, ademds de un centenar de cirujanos,
muchos de los cuales ya estdn realizando el MBG en sus centros. Es de destacar, que de todos los cirujanos
que realizan el MBG, ya han realizado previamente otras operaciones baridtricas.

El Dr. K.S. Kular presentd la prevencion y el tratamiento de la tlcera marginal después de MBG en una serie de
mds de 1.000 pacientes. Si bien es recomendable una dieta rica en frutas y verduras, el tipo de dieta o el
consumo de alcohol no se relacionaron con la aparicion de ulceras marginales. No obstante el tabaquismo y el
consumo de AINES y salicilatos si estdn asociados. Sin embargo pudo apreciar que la ulcera marginal después
MBG es menor que después de Bypass Gdstrico en Y de Roux (BGYR.) Las hernias de hiato (HH) generalmente
no se reparan durante el MBG y esta cirugia conduce resolucion de mds del 85% de la ERGE. Si después de
cirugia se presenta sintomatologia asociada a la HH, Robert Rutledge recomienda la reparacion del defecto al
cabo de 12-18 meses después de la MBG. Rutledge, el creador de la MBG en 1997, hizo hincapié en la
erradicacion de H. pylori y la necesidad de suplementos postoperatorias, incluyendo el hierro, el calcio
(preferiblemente Idcteos), multivitaminicos, yogur, frutas frescas y vegetales. Casos de hipoglucemia
postprandial se han descrito de forma anecddtica

El Dr. WJ Lee de Taiwdn comento la comparacion de mds de 10 afios entre el MBG y el BGYR (y mds
recientemente el LSG), en términos de pérdida de peso postoperatoria, complicaciones, resolucion de la
diabetes, elevacion de GLP1 y calidad de vida, se encontrd superioridad del MBG en cada caso.

La técnica del Dr. Garcia-Caballero del Bypass de una sola anastomosis (OAGB) que realiza desde 2001 fue
presentada por él mismo, haciendo hincapié en las variantes antirreflujo que realiza entre el asa aferente del
omega y el estomago. Sus resultados también han sido superiores a otras operaciones baridtricas en relacion
a la remision de la diabetes mellitus. Actualmente trabaja, en la adaptacion del OAGB en la cirugia de la
diabetes segun el IMC. Un método similar del también espafiol Dr. Miguel A. Carbajo fue presentado por
Enrique Luque De Leon de Meéxico. Los resultados con 2.400 OAGB realizados durante 12 afios mostraron
resultados superiores en comparacion al BGYR, la LSG y a la banda gdstrica (BGA). Se estima que alrededor de
un 15% de los cirujanos que realizan el MBG realiza algun tipo de maniobra antirreflujo.

El Dr. Mervyn Deitel de Canadd, sefialé que no hay evidencia de una mayor incidencia de cdncer gdstrico o
intestinal después de MBG. Ademds, recalcé que en la literatura existen aproximadamente 40 casos de
carcinoma después de BGYR, asi como algunos casos después de BGA, y dos casos después de la LSG. Después
de MBG, no se han reportado casos de carcinoma en el estomago o el esofago. Del mismo modo sefialo que
de entre las miles de operaciones vagotomia y piloroplastia que se realizaron para la enfermedad ulcerosa,
entre las décadas de 1960-70, la bilis siempre estuvo presente en la parte inferior del estomago y entonces no
se reportaron casos de carcinoma. Se recordd que ya en 1991, Franz mostro que los cambios neopldsicos en el
estomago de roedor ocurren unicamente a nivel de los dos tercios proximales de su cdmara gdstrica y no en el
tercio distal, como suele presentarse en el estomago humano. Igualmente, el sequimiento a largo plazo de los
pacientes que fueron sometidos a Billroth Il se ha encontrado una disminucion de la incidencia de carcinoma,
v los estudios aue refleian este dato. fueron realizados antes de conocerse la influencia del H. pvlori.
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HIPOTESIS

La Exclusion Duodenal con técnica de asa en omega de
una sola anastomosis, preservando camara gastrica y
realizando técnicas antirreflujo, logra mejorar los niveles

de glucemia en la rata Goto Kakizaki sin modificar el peso.
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OBIJETIVO PRIMARIO
Evaluar el efecto Exclusion Duodenal sobre el metabolismo glucidico y la

pérdida de peso en un modelo animal sin obesidad (rata Goto Kakizaki).

OBIJETIVOS SECUNDARIOS

e Analizar el impacto de la Exclusion Duodenal sobre diferentes
factores plasmaticos reguladores de la glucemia.

e Evaluar si el tiempo de exposicion a la enfermedad empeora los
valores plasmaticos e histolégicos.

e Valorar la existencia de cambios histolégicos de los sujetos
intervenidos en relacién a los controles.

e Corroborar que la normoglucemia mantenida después de cirugia,
regenera y mejora la capacidad funcional de las células B del
pancreas.
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1. DISENO DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL

Este proyecto de investigacion se fundamentd en un estudio de naturaleza
empirica experimental que tuvo como finalidad avalar una nueva técnica
quirurgica sobre cirugia de la DM2 en individuos no obesos. Por lo tanto,
para demostrar la utilidad de la técnica propuesta, en primer se ha
demostrado su eficacia en un modelo animal. Para este fin, se escogio el
modelo de la rata diabética no obesa, de uso extendido en los ultimos

estudios sobre esta tematica.

Asi mismo, el estudio es un estudio prospectivo de tipo intervencionista.
Como estudio de investigacion aplicada tuvo como metas resolver
cuestiones de tipo practico y su desarrollo estuvo dirigido a la produccion
y/o mejora de procesos ya existentes. Es decir, en el campo de la cirugia de
la DM2 vya existen propuestas de técnicas quirldrgicas, y nuestro
planteamiento técnico constituye un medio adicional para obtener
informacidon que pueda dar respuesta a cuestiones aun no dilucidadas
sobre el tema. También hemos considerado que el proyecto representa un
estudio de tipo primario, dado que los datos se han recogido de la misma

fuente de la que se han generado.

2. ESQUEMA DE TRABAJO
2A. FASES DEL ESTUDIO.

El estudio se realizd en dos fases:

FASE | - Esta fase se dirigidé a lograr la validacion de la técnica. Para ello se
desarrollé el procedimiento quirdrgico sobre ratas Wistar. En ellas se
aplicaron todos los cuidados pre y postquirdrgicos del mismo modo que

debia realizarse en las ratas diabéticas no obesas. En esta fase se
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obtuvieron datos referentes al procedimiento anestésico y quirdrgico, con

el fin de racionalizar los recursos para la segunda fase.

FASE Il - En la segunda fase se aplicd la técnica a las ratas Goto Kakizaki
(GK), que son el modelo de experimentacién de diabetes no asociada a
obesidad por excelencia. En esta fase se realizéd un estudio prospectivo
intervencionista es el que se establecen 2 grupos: a) Grupo intervencién y
b) Grupo placebo-control (Sham.) El grupo Sham viene a senalar que los
cambios que se detectan no se producen solo por estrés quirdrgico, sino
gue es necesario el fundamento anatdomico y fisioldgico que contienen los
sujetos del grupo intervenido. En los estudios de técnicas quirudrgicas
novedosas, se acepta que el grupo Sham sea considerado el mismo grupo

control.

Por otro lado, hay una variable que se ha querido destacar dentro del
grupo de las ratas que van a ser sometidas a la nueva intervencion, y es la
variable tiempo. La inclusion de esta variable ha supuesto que las
operaciones se llevaran a cabo en 3 periodos, diferenciadas entre si, en
aproximadamente 4 semanas. Con este esquema se han obtenido datos
en los animales sometidos a cirugia precoz, intermedia y procedimiento de
forma tardia. La finalidad de esta diferenciacion ajustada al tiempo fue la
de evaluar si una intervencidon temprana conduce a mejores resultados
postoperatorios. Por tanto, se analizaron tres momentos o grupos

temporales:

- Intervencion Temprana —a las 12 semanas de vida.
- Intervencion Intermedia — a las 16 semanas de vida.

- Intervencion Tardia —a las 20 semanas de vida.
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Igualmente cada grupo temporal tenia una representacion de una muestra

de ratas operadas y otras de ratas control/Sham.

La siguiente tabla explica la distribucion temporal del procedimiento.

(Tablal)

Tabla 1. Disefio de la fase experimental del estudio. Calendario de actuacion sobre los
grupos temporales.

GRUPO SEM 8 SEM12 SEM 16 SEM 20 SEM 24 SEM 28
OPERACION
PRECOZ Evolucién de la Cirugia Sacrificio

DM2 en las
1 Bpa =3 ratas. Alas 8 Cirugia Sacrificio
sémanas se
TARDIA demostré que Cirugia Sacrificio

eran diabéticas.

2B. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL.

Con base en las proyecciones de resultados en publicaciones previas sobre
el tema, se evidencié que con la finalidad de encontrar una diferencia con
significado estadistico, la “n” de la muestra fue estimada en 6 sujetos por
grupo. Por lo tanto, para esta segunda fase del estudio en ratas GK se
utilizd una estrategia tipo “tier approaches” con la finalidad de reducir el
numero de animales utilizados, hasta un maximo de 36 sujetos en total. La
manipulaciéon de los animales se ha contado desde la intervencidn
quirurgica hasta el sacrificio, siendo para los individuos de todos los grupos

un tiempo de manipulacién postoperatoria de 8 semanas.
3. COMITE DE ETICA Y LEGISLACION

Los animales se alojaron segun la normativa del Servicio de
Experimentacién Animal (SEA) de la Universidad Miguel Herndndez de

Elche, aprobada por Comision Gestora en el ano 1999 y reformada en el
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aflo 2007. Esta normativa se rige segun las disposiciones de la Ley de
proteccion de animales utilizados para experimentacién y otros fines
cientificos, en cuatro niveles:
-. Legislacién Europea.

a) Directiva del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de
septiembre de 2010 relativa a la proteccidn de los animales utilizados para

fines cientificos. Enlace: Directiva-63-2010-ue.

b) Conducted in support of the revision of Directive 86/609/EEC on
the protection of animals used for scientific purposes.

Enlace: severity-classification-of-scientific-procedures-on-animals

c) Sobre la utilizacién confinada de organismo modificados

genéticamente. Enlace: dir98 81omg

-. Legislacién Espafola.

a) RD 53/2013: Normas aplicables para la proteccion de los animales
utilizados en experimentacién y otros fines cientificos.

b) Del Boletin Oficial del Estado del 8 de noviembre de 2007.

Enlace: ley-32-cuidado-animales-en-su-explotacion-transporte-

experimentacion-y-sacrificio

c) Descripciones Hamelin: Sistema de registro de animales
empleados en experimentacion.
-. Legislaciéon de la Comunidad Valenciana.
En el Documento Oficial de La Generalitat Valenciana del 30 de enero de
2007; dentro del Real Decreto 1201/05, y el Decreto 13/2007, de la
Generalitat Valenciana, Directiva CEE 86/609.

Enlace: dogv-30-de-enero 07-decreto-proteccion-animales-fines-

experimentacionl.
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-. Legislacion de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.

La UMH, dispone de normativa propia, de obligado cumplimiento, para
regular el uso adecuado tanto del propio SEA, como de los animales que se
crian y mantienen en el servicio. El SEA gestiona la normativa que estipula
una serie de principios éticos ligados al uso y cuidado de los animales de
experimentacion, que fueron aprobados en el Consejo de Gobierno de la

UMH en sesion de 25/07/2007)

De igual forma, para aplicar esta legislacién tanto los grupos investigadores
como el SEA se someten a una evaluacion que lleva a cabo el Comité de

Etica de Investigacion y Experimentacion (CEIE) de la UMH.

El CEIE es un 6rgano independiente al servicio de la comunidad cientifica
entre cuyas funciones destaca el propiciar un mejor conocimiento interno
del Codigo de Buenas Practicas Cientificas asi como atender consultas o

arbitrar en posibles conflictos.

El Cédigo de Buenas Practicas Cientificas (CBPC) de la UMH es un conjunto
de recomendaciones y compromisos sobre la practica de la actividad
cientifica, destinados a favorecer la calidad de la investigacién realizada y a
prevenir problemas de integridad en el comportamiento de los cientificos.
Su contenido es complementario a lo que ya disponen las normas legales
existentes. EI  CBPC constituye un instrumento colectivo de
autorregulacion. Su contenido ha sido supervisado y puesto al dia en el

marco del CEIE.

El presente proyecto de investigacion recibid aprobacion del CEIE y se le

otorgo la identificacidon con clave: DHA-LZT-001.
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4. MODELOS ANIMALES: CONDICIONES DE ACLIMATIZACION Y
CARACTERISTICAS NUTRICIONALES.

Se utilizaron dos modelos de rata: Wistar y Goto Kakizaki.

La rata Wistar se empleé en la Fase |, para desarrollar el protocolo
quirurgico efectivo. Esta cepa fue adquirida a la Universidad Miguel

Hernandez en la propia cria de la que disponen en el SEA.

La rata Goto Kakizaki se utilizd en la Fase Il para establecer la efectividad
de la nueva técnica experimental en un modelo diabético. Fueron
adquiridas dos parejas de ratas de la cepa Taconic (Hudson, Nueva York) y
criadas en el SEA, hasta lograr un nimero adecuado de ratas para asegurar
individuos al estudio. Las caracteristicas que se debian aclarar al CEIE se
exponen en la Tabla 2 como parte del ordenamiento de prevencién de

Riesgos Laborales.

Tabla. 2 Eleccion del animal como modelo experimental.

Rata Goto-kakizaki Macho Cepa desarrollada a partir
de manipulacién genética,
gue no supone riesgo al
investigador.

Se escogieron ratas machos para el estudio de Fase Il para evitar la
influencia del ciclo hormonal de las hembras, durante el andlisis de las

muestras.
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De forma general se mantuvo a los animales en las siguientes condiciones:

.- Jaulas con camas de viruta de madera tratada.

.- Ciclos Luz / Oscuridad de 12 horas (de 20:00 h. a 8:00h en un medio de
oscuridad).

.- Temperatura de 22 grados centigrados.

- Humedad relativa entre 40-60%.

En la alimentaciéon de las ratas se utilizd pienso en forma de croquetas
(2014 Teklad Global - Protein Rodent Maintenance, Laboratorio Harlan,
Indianapolis) porgque es un alimento completo adaptado a las necesidades

nutricionales de las ratas. Su composicidon nutricional basica comprende:

- Energia 2,9 kcal/gr
- Proteina bruta 14,3 %

- Grasas brutas 4%

- Carbohidratos 48 %

- Celulosa bruta 4,1 %

- Calcio 0,7 %

- Fésforo 0,6 %

5. CUIDADOS GENERALES Y PREOPERATORIOS

» Se establecid una pauta de cuidados generales propios de los
animales en relacién al alimento, aseo y elementos conductuales, en
consenso con los técnicos del animalario y tratando siempre de
mantener las caracteristicas de cada grupo estables.

» La extraccion de sangre para el analisis de las variables seroldgicas
se desarrolléd en cada animal en 3 momentos: a las 8 semanas de
vida, en la semana previa a la cirugia y en la semana previa al
sacrificio. La técnica se expone en la Tabla 3.

» Dos dias antes de la cirugia se iba retirando paulatinamente el

pienso de los animales y se dejaba un complemento nutricional de
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batidos enterales tipo, Nutavant® (Persan Farma, Gran Canaria)

» Tanto para la extraccién de sangre como para la cirugia se dejaron
los animales en ayunas: 1) de alimento sélido, hasta 8 horas antes
de la cirugia y 2) con batidos protéicos y agua ad libitum hasta 1

hora antes de la intervencion.

6. EXTRACCIONES DE SANGRE

Tabla 3. Caracteristicas de la extraccion de sangre en la rata.

La extraccidon de sangre se llevd a cabo de dos formas. Para los controles
de la curva de Glucemia sdlo se extrajo una minima gota de sangre de un
pequeio corte en la cola de la rata y se midio en el glucdmetro tal como se
hace en los controles rutinarios de los pacientes diabéticos. Para una
mayor cantidad de sangre se optd por realizar puncion de la vena coxigea
de la rata, bajo induccidn anestésica leve a fin de evitar el estrés del

animal. (Figuras 1y 2)

7. PROTOCOLO DE ANESTESIA Y ANALGESIA
Las intervenciones quirurgicas y las extracciones de suero de la cola se
realizaron bajo anestesia inhalada para lo cual se utilizo:

- regulador de flujo de gases

- oxigeno

- camara de anestesia

- mascarilla de anestesia para roedores
- vaporizador anestésico

- anestésico (isoflurano)
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Figura 1. Pasos para la extraccion de muestras para la curva de glucemia.

Metodologia para la extraccion de muestras sanguineas

1. Rata Goto Kakizaki: a las 8 2. La muestras para realizar la
semanas se les extrajo sangrea  curva de glucemia se tomaron
todas las ratas del estudio para de la cola del animal.

confirmar que eran diabéticas.

3. La gota de sangre se extrajo 4. En todas las muestras

en los 4 tiempos a medir analizadas se utilizé el mismo

después de la sobrecarga oral glucometro portatil y sus

de glucosa. respectivas tiras reactivas
(Acchuchek Compact Plus®© de
Roche)
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Figura 2. Pasos para la extraccion de muestras para aislar el suero para el estudio

hormonal.

Metodologia para la extraccion de muestras sanguineas

5. En cada sesionde recoleccion

de muestras (8 semanas,

prequirurgicoy postquirirgico) se
tomaron 5 muestras (basal y tras
toma de bolo de glucosa oral, a

los 10-30-60-120 minutos)

7. Alas muestras se les

administré un inhibidor de la
dipeptidil dipeptidasa |V para
evitar la degracién enzimatica

propia de la sangre.
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6. Alos 60 minutos tras ingesta
de glucosa se obteniauna
muestra de la vena coxigeade
aproximadamente 0,8 ml para el
analisis hormonal posterior.

8. Posteriormente se centrifugd
cada muestra para extraer el
suero que se almacend en
congelaciéna -80°C hasta su
analisis.



Severidad del procedimiento:

La severidad de un procedimiento se determiné por el grado de dolor,
sufrimiento, angustia o dafio prolongado que fue previsto que presentaria
un animal de forma individual durante el procedimiento. La clasificacion de
la categoria de severidad se tuvo en cuenta en todas las intervenciones y
manipulaciones de los animales. Se tomd como base el efecto mas severo
al que iba a ser sometido un animal, después de aplicar todas las técnicas
apropiadas de refinamiento. Ademas, por el mero hecho de realizar
experimentaciéon quirdrgica en los animales, se considera un
procedimiento de severidad maxima dado que en las intervenciones
quirurgicas bajo anestesia general se esperaba dolor, sufrimiento o
angustia  postoperatorios moderados, severos o0 persistentes,
independientemente de la eficacia de la técnica. Segun el esquema de
categorias que utiliza el SEA, nuestros animales presentarian dolor de tipo

severo (Tabla 4.)

Tabla 4. Categorias del nivel de dolor. Clasificacion en cuatro categorias.

***Sin recuperacion: los procedimientos que se realizan en su totalidad bajo anestesia
general de la cual el animal no recupera la consciencia, deben clasificarse como “sin
recuperacion”.

***| eve: el dolor a consecuencia de los procedimientos a los que se somete a los
animales pueden generar sufrimiento o angustia leve y de corta duracién. Estos
procedimientos, asi como aquellos que no alteren de forma significativa el bienestar o
el estado general de los animales, deben clasificarse como “leves”.

***Moderado: los procedimientos a consecuencia de los cuales es probable que los
animales experimenten dolor, sufrimiento o angustia moderados de corta duracion, o
leves pero duraderos, asi como los procedimientos que pudieran causar una alteracion
moderada del bienestar o del estado general de los animales, deben clasificarse como
“moderados”.

***Severo: los procedimientos a consecuencia de los cuales es probable que los
animales experimenten dolor, sufrimiento o angustia intensos o moderados pero
prolongados, asi como los procedimientos que pudieran causar una alteracidon grave
del bienestar o del estado general de los animales, deben clasificarse como “severos”.
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8. ANESTESIA

El protocolo de anestesia se llevd a cabo con las directrices del SEA segun

se explica en la siguiente tabla. Tabla 5.

Tabla 5. Tipos de anestesia utilizados en el estudio.

Fase
Cirugia
Induccidn

Cirugia
Mantenimiento

Perioperatoria

Isofluorano

Isofluorano

Mepivacaina

Via

Aérea

Aérea

Subcutanea
e
Intramuscular

Dosis Concentracion
en
mg/kg

5%

1,5-2,5%

0,6mg/kg 2%

Control de |Ia
profundidad de la

anestesia
Ausencia de
reflejos corneal e
interdigital
Ausencia de
reflejos corneal e
interdigital

Hasta una dosis
max. de 2mg/kg

Previa a la incisidon laparotdmica en el abdomen de la rata, se infundio

anestésico local tipo mepivacaina a nivel subdérmico. El resto de la dosis

se colocd al momento del cierre a nivel de los musculos a nivel abdominal

y en el tejido subcutaneo con el fin de disminuir el dolor perioperatorio a

nivel de las suturas, y evitar que los animales trataran de roer la herida.

El proceso anestésico inhalado se llevd a cabo como se describe a

continuacion:

e Parala induccidn se introdujo el animal en una camara especial para

vaporizar los anestésicos. Se vaporizaron 4-5% de isoflurano y

oxigeno a 0,5-1 I/min. Una vez que el animal perdia la conciencia se

le colocaba en la mesa de intervencidn y se le ajustaba la mascarilla

especial para el mantenimiento constante de la inhalacidon de los

gases.
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e lLa fase de mantenimiento se realizd durante la intervencion
regulando el vaporizador al 1-2% de isoflurano y 100% de oxigeno,
con flujo de 0,5-1 |/min.

e Para la recuperacion se desconectaba el vaporizador de isoflurano y
después el oxigeno. En funcién de la recuperacién del animal se le
dejaba ventilando con oxigeno al 100% durante el tiempo que fuese
necesario.

Durante la fase de mantenimiento se realizaron controles cada 15 minutos
de constantes vitales, dosis de drogas y posibles reacciones adversas que
se produzcan durante la intervencién, ademas se comprobaron
parametros de profundidad anestésica y analgésica como son la ausencia
de movimientos o de respuesta a estimulos externos. En todo momento se

mantuvo al animal sobre una manta térmica para evitar la hipotermia.

9. ANALGESIA

Ya en la FASE | cuando se intervinieron las ratas Wistar se evidencid
importante dolor postoperatorio en los animales, que obligd al ajuste
continuo del protocolo de analgesia, que finalmente quedd como se

describe en |la Tabla 6.

Criterios de Punto Final

Los protocolos de supervision de los centros de experimentacidon animal
tienen como objetivo anticiparse a los posibles problemas de salud vy
bienestar que pueden derivarse de la realizacion de un procedimiento
experimental en los modelos animales. En realidad, no existe un protocolo
de supervision estandar para todos los procedimientos, por lo que debe

adaptarse a cada estudio. En nuestro caso, bajo la supervisién del equipo
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Tabla 6. Esquema de analgésicos utilizados en el estudio.

Fase Producto Via Dosis Frecuencia Duracion
Nombre en mg/kg del
genérico tratamiento

Prequirudrgica Meloxicam + | Oral 2 mg/Kg y 300 24 horas
Paracetamol mg/kg (en agua @ -Toma libre previa a

de bebida) cirugia
Buprenorfina = SC 0.1mg/kg - Una dosis -30'
precirugia
Meloxicam SC 2 mg/kg - Una dosis -30'
precirugia

Postquirurgica Buprenorfina | Parche 25mg/h - Parche en Hasta

inmediata Dérmico postoperatorio 3er dia

inmediato post cirugia

Postquirurgica Meloxicam + | Oral 2mg/Kg y 300  -Toma libre 5 dias

de Paracetamol mg/kg (en agua

mantenimiento de bebida

Rescate Buprenorfina = SC 0.1mg/kg - Una dosis cada ' Hasta

12h si signos de  recuperacion

dolor agudo

veterinario del SEA de la UMH, se disefidé un esquema de trabajo que tenia
como principal consideracion los drganos o sistemas que con mayor
probabilidad se veian afectados debido al tipo de procedimiento. Esto
permitid disefiar un protocolo con medidas correctoras que se aplicaron
en los casos de que el animal presentase signos de dolor o distrés
prolongado. Este protocolo siguid un planteamiento de trabajo vya
extensamente desarrollado en el SEA y que se fundamentaba
principalmente en una valoracion cuantificable que permitié relacionar el
estado del animal con las medidas correctoras que debian tomarse en los
distintos casos. De la misma manera, se establecieron los criterios de

punto final. (Tabla 7)

Una definicidn de criterio de punto final podria ser la siguiente: indicador
mas temprano en un experimento con animales de un nivel de dolor o

distrés tal que, independientemente de los objetivos cientificos del
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estudio, debe considerarse para evitar o limitar dicho dolor o distrés
tomando acciones como aliviar al animal de dicho malestar, retirarlo del
estudio o, en ultimo caso, sacrificarlo humanitariamente. El objetivo de los
criterios de punto final es, por tanto, limitar el sufrimiento de los animales
a lo estrictamente necesario. Es moralmente obligatorio buscar
indicadores de deterioro del animal para evitar dicho sufrimiento

innecesario y, por supuesto, la muerte.

El esquema seguido fue el siguiente:

Puntuacion:

0a4d Normal

5a9 Aumente la frecuencia de revisiones del animal
10218 Consulte al veterinario

>18 Sacrificio obligatorio

Para determinar la puntuacién que conlleva al criterio de punto final se
siguieron las pautas que se describen en la Tabla 7 como Protocolo de
Supervision de criterios de punto final. Ademas, como parte de Ia
valoraciéon conjunta entre el SEA y el equipo de investigadores, se utilizd
también el score de expresiones faciales. Existen estudios de bienestar
animal que nos orientan sobre como debemos supervisar los animales
para detectar posibles problemas con celeridad. El estudio de las
expresiones faciales de la rata en funcion de la severidad del dolor, que

valora:
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- Ajuste orbital: explicado por la extrusion de las orbitas oculares y
las fascies de dolor. Asi mismo, era determinante la presencia de porfirina,
periorbital.

- Consistencia de mejillas y cuellos (pliegues cutdneos que traducian
deshidratacion.)

- Abultamiento de la nariz.

- Posicion de las orejas.

- Movimientos de los bigotes.

En una fotografia posterior (Figura 3), se observa algunas de las reacciones

evaluadas en este score.

10. SACRIFICIO

Si un animal cumplia con criterios de punto final se procedid a su sacrificio
en camara de CO2. (Tabla 8) Se escogié el CO2 diluido en oxigeno al 70%
por la pérdida rapida de consciencia sin hipoxia. Esto produce una
anestesia rapida seguida de la muerte, con menor irritacion de las vias
aéreas. En el centro de experimentacion animal esta recomendado por su
buena eficacia, con facil aplicacién, buena valoracidn estética y escaso

riesgo para el experimentador.

Tabla 8. Técnica eutandsica de los animales con criterios de punto final.

Final

del

estudio

* Segun cuadro de criterios de punto final.
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Not present Moderate Severe
0]

Whisker change

Figura 3. Score de las facies de la rata para valorar el nivel de dolor.
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Tabla 7. Protocolo de Supervision de criterios de punto final.

HOJA DE PUNTUACION. PROTOCOLO SUPERVISION RATAS

Responsable Supervision/N2 Procedimiento:

N2 Identificacion Animal

PESO CORPORAL*

Normal o disminucion <5% 0
Disminucién 5-10 / 10-15 / 15-20% 2/4/10
Disminucion >20% 19
RESPUESTA AL MANEJO

Normal 0
Ligeramente disminuido/aumentado 2
Muy disminuido/aumentado, agresivo 4

COMPORTAMIENTO, APARIENCIA Y SIGNOS CLINICOS

Agresividad compaiieros 1
Estereotipias 3
Piloereccién 2
Piloereccion y exudado nasal/ocular 5
Espalda arqueada 5
Convulsiones, diarrea, coma (**) 8 (19)
Automutilaciones 19
Distrés respiratorio severo 19
Pérdida de sangre significativa 19
Deshidratacion severa 19
TUMORES

Tamaiio inferior a 2 cm3/40cm3 7
Tamaiio superior a 2 cm3/40cm3 19
Necrosis, ulceracion y/o sangrado 19
TOTAL
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11. MATERIAL QUIRURGICO

Para la realizacion de las intervenciones quirdrgicas y obtencidon de
muestras de sangre se utilizaron los siguientes materiales:

- Tijeras de Mayo y Metzembaum

- Tijeras finas curvas de microcirugia

- Pinzas rectas con dientes

- Pinzas de diseccion finas rectas de Adson

- Pinzas finas de Crile curvas

- Pinzas hemostaticas de Halsted-Mosquito curvas y rectas.

- Porta-agujas de Mayo y de microcirugia.

- Hilos de sutura (Seda 20 para la gastroplastia y cierre del duodeno vy
posteriormente el de la pared abdominal; monofilamento irreabsorbible
de 60 para la anastomosis y puntos antireflujo; monofilamento

irreabsorbible de polipropileno 4/0 para la sutura intradérmica en piel)

12. TECNICA QUIRURGICA
Previa anestesia y en decubito supino, se realizd una laparotomia media de
3 cm en sentido craneo-caudal desde el apéndice xifoides.

« Una vez en cavidad abdominal se identificaron las estructuras.
(Figura 4)

« Seguidamente se tracciond suavemente desde la parte mecanica del
estdmago liberandolo de la fijacion al higado cuyo |ébulo izquierdo
lo cubre en gran parte.

« Se identificaron los epiplones, el bazo, los vasos cortos y el antro-
piloro.

o Ligadura del duodeno con cierre de la regién postpildrica. Con

puntos transfixivos de seda de 2/0.
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o Medicion de la longitud total de la curvatura mayor y el ancho del
cuerpo del estdmago.

o Eleccidn del sitio tedrico de seccion a nivel de curvatura mayor,
abarcando en su mayoria la porcion mecanica del estdmago.

o Seccidén de la camara gastrica para la creacién del tubo gdstrico

(Figura 5):

Figura 4. Disposicion Anatémica Abdominal en la rata.

Figura 5. Disefio del Tubo Gdstrico y anastomosis de primer asa yeyuno al tubo
gdstrico.
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a.- Se llevd a cabo un corte diagonal en el punto elegido de la curvatura
mayor en una extension no superior a un tercio de la anchura gastrica.
b.- Movilizacidn del tubo gastrico obtenido, comprobando su descenso.
c.- Cierre del mismo y de la porcién gastrica con seda 3/0 monoplano
sutura continua invaginante.

=>» Eleccion del asa anastomatica:
a.- Se subié de forma antecdlica el primer asa yeyunal aproximadamente
entre 5-8 cm desde el punto donde se localiza el asa fija. Se utilizd como
referencia anatémica el lipoma intestinal que se ubica en esa porcion.
b.- Fijamos el primer asa yeyunal a la cara anterior del cuerpo gastrico y se
dejo caer el asa paralelo al tubo gastrico.
c.- Realizacion de la anastomosis latero-lateral en la porcién mas caudal del
nuevo tubo gdastrico mediante sutura continua con monofilamento
irreabsorbible de polipropileno 6/0.

=>» Se comprobd la integridad del paso intestinal y la ausencia de fugas

=» Comprobacién de hemostasia.

=>» Recuperacién de volumen de forma intraperitoneal, infundiendo

suero en la cavidad.
=>» Cierre por planos: plano muscular y aponeurdtico con seda de 20y
plano cutdneo con monofilamento de polipropileno de 40

intradérmica con puntos ocultos.

(Al final de esta seccidn se muestran diferentes esquemas de la técnica, la

preparacion del quiréfano y el procedimiento quirurgico en imdgenes.)
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13. TECNICA QUIRURGICA SIMULADA

En inicio se realizaron los mismos pasos que en la técnica quirdrgica
propuesta realizandose la seccidn del estdmago pero sin realizar el bypass
ni las enterotomias descritas en la técnica nueva. Se conservaron la regidn

pildrica intacta y el circuito de alimentos a través del intestino proximal.

14. CUIDADOS POSTOPERATORIOS

- Inmediatamente después de la intervencidn se inicié con el protocolo de
analgesia para controlar el dolor postquirurgico. (Ver esquema previo)

- Dieta liquida durante todo el curso postoperatorio, desde la intervencion
hasta un maximo de 5 dias, segun evolucion y tolerancia. Se colocaron dos
biberones en cada jaula. Uno de ellos contenia agua + mezcla de
paracetamol y meloxicam y el otro biberdn contenia la solucion de
nutricion enteral, diluida al 50% que se aporté desde el dia de la
intervencion. Al cabo de las primeras 48-72 horas tras la intervencion, si la
evolucion era favorable se iba reintroduciendo poco a poco el pienso
estandar.

- Se ajustaron los medios necesarios para controles de la herida de Ia

laparotomia y re-aclimatizacién de los sujetos.

15. FINALIZACION DEL PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los métodos actuales para la cuantificacion de la regeneracion de células B
exigieron el sacrificio de los animales y el analisis de las secciones de
pancreas y otros tejidos. Durante la etapa final, después de la ultima
extraccion sanguinea, se procedié al sacrificio del animal mediante
sobredosis de anestésico inhalado. Los animales se sacrificaron para

obtener muestras de los tejidos para los estudios histoldgicos.
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INTERVENCION QUIRURGICA

PREPARACION DEL QUIROFANO

A. Rata GK. Antes de la cirugiay B. Sistema de anestesia inhalada
las extracciones de sangre se que utiliza Isoflurano.

dejan aproximadamente 8 horas

de ayuno.

C. Instrumental Quirtrgico con D. Disposiciénde la mesade
material especial para quiréfano, para mantener
microcirugia. condicionesde antisepsia.

E. Camara para la induccién F. Disposicion del equipo
anestésica que mezcla el quirargico.

Isoflurano con oxigeno.
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INTERVENCION QUIRURGICA

Secuenciaen imagenes de las etapas de la cirugia.
Etapa 1: exclusion duodenal.

1. Rasurado del area, 2. Laparotomiamedia
antisepsia e infiltracion de subxifoidea. Apertura de planos
anestésicolocal. hasta cavidad abdominal.

3. Localizacionde la primera 4. Ligadura doble del duodeno
porcién duodenal, despuésdel para excluirlo del transito
piloro. alimentario.
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INTERVENCION QUIRURGICA

Secuenciaen imagenes de las etapas de la cirugia.
Etapa 2: tubo reverso.

1. Evisceraciéondela camara 2. Seccidén géastricaen curvatura
gastrica. Notese la diferenciaen el  mayor para lograr la seccién
estémago de la porcion quimica vertical y poder realizar el tubo
de la mecanica (ver flecha) reverso.

JIHE =

3. Cierre de la linea de seccién 4. Localizacion del asa fija y
con sutura continua. primera porcién duodenal
Disposicién final del neo- donde se realizara la
estémago tubular a expensas anastomosis.

de curvatura mayor.
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INTERVENCION QUIRURGICA

Secuenciaen imagenes de las etapas de la cirugia.
Etapa 3: anastomosis gastro-yeyunal..

1. Anastomosis latero-lateral 2. Tras la anastomosis se fija el
gastro-yeyunal, con asa de yeyuno ascendente
monofilamento no reabsorbible camara gastrica superior, con
de 6.0, en una capa continua. intencién de evitar reflujo biliar a

la camara gastrica.

3. Cierre por planos con nueva 4. El cierre de piel se realiza
infiltracion anestésicade la con sutura intradérmica para
herida. evitar la lesién del propio animal

sobre la herida.
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VARIABLE ANTROPOMETRICA

EL PESO

La variable peso es fundamental en este estudio pues la premisa que
hemos pretendido exponer indica que los cambios anatdmicos inducen a
cambios seroldgicos e histoldgicos, sin afectar al peso del individuo. En los
individuos diabéticos no obesos sometidos a cirugia metabdlica no
asociada a exceso de tejido debe debe vigilarse que su capacidad
nutricional no se ve afectada, ya que estados de malnutricion pueden
derivar en defectos de crecimiento y desarrollo e incluso en situaciones de
riesgo vital. El peso de cada uno de los animales fue medido en los tres
momentos de la toma sanguinea: a las 8 semanas de vida, antes de la
cirugia y antes del sacrificio. Para ello se utilizé una balanza tipo AH-1200
con capacidad de 1.200 gramos y una resolucién 0,02 g. (centésimas de

gramo) con capacidad de autocalibracidn electrdnica.

VARIABLES BIOQUIMICAS

1. MUESTRAS SEROLOGICAS.

En el desarrollo de un nuevo procedimiento quirdrgico, ademas de la
viabilidad técnica hay que confirmar que el fundamento fisioldgico se
produzca. Es decir, que el cambio anatdmico se traduzca en un cambio
fisioldgico que signifique una mejoria en el metabolismo glucidico. Para
confirmar que el nuevo procedimiento quirdrgico logra los efectos

hipoglucemiantes planteados se realizaron mediciones de variables
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bioguimicas en las muestras de sangre. Estas muestras de sangre se

obtuvieron de todos y cada uno de los animales en tres oportunidades:

A 1 Muestra a las 8 semanas - muestra que confirma diabetes en el
sujeto. Del mismo modo, las mediciones a las 8 semanas permitio

demostrar que los grupos eran coparables.

A 1 Muestra en la semana de la cirugia — prequirdrgica en tres
diferentes tiempos. Se tomaron muestras en 3 grupos: alas 12, 16y
20 semanas de vida con intencion de definir evolucion de la
diabetes en el tiempo. Se supone que a mayor tiempo de exposicion
a la DM2 mayores efectos deletéreos y menos capacidad de

regeneracion.

A 1 Muestra previa al sacrificio a las 8 semanas después de la cirugia —
demostrar que se producen cambios que pueden ser atribuidos a la

cirugia.

En las muestras sanguineas se determind la glucemia, las principales
hormonas que participan en metabolismo glucidico (Cuadro 1) y el Factor

de Necrosis a (TNFa) como variable para valorar inflamacion.

Cuadro 1. Variables Hormonales asociadas al metabolismo glucidico que se valoran en
este estudio.

- PEPTIDO C — PROINSULINA

- GLP-1 — Péptido similar al Glucagon tipo 1
- GIP - Polipéptido inhibidor géastrico

- INSULINA

- GLUCAGON

- PEPTIDO YY
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2. CURVA DE GLUCOSA

Los niveles de glucosa en sangre de cada animal fueron determinados en
muestras capilares obtenidas de la cola de los animales. La determinacién
se llevod a cabo en los tres momentos del estudio: a las 8 semanas de vida,
en el preoperatorio y previo al sacrificio. En todos los casos se realizdé un
minimo corte de la punta de la cola de cada rata para obtener una gota de
sangre que luego se procesd a través de un glucémetro portatil y sus

respectivas tiras reactivas (Acchuchek Compact Plus©, Roche, Barcelona)

Para este procedimiento las ratas se mantuvieron en ayuno durante la
noche (16 horas). En primer lugar se midieron las glucemias basales
identificadas en el estudio como Glucemia Basal en Ayunas (GBA) y
posteriormente se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa. Para la
Sobrecarga Oral de Glucosa (SOG) se administré una solucion de oral
glucosada al 50% a través de una sonda oral. Las muestras de sangre se

tomaron a los 10, 30, 60 y 120 min.

3. EXTRACCION DE SANGRE PARA DETERMINACION DE VARIABLES
BIOQUIMICAS

La extraccion de sangre, para obtener el suero que fue utilizado para
determinar las hormonas, se llevd a cabo dentro del procedimiento de
SOG. Por lo tanto, tras tomar la muestra de glucemia a los 60 minutos tras
la sobrecarga de glucosa se procedié a la extraccién de una muestra

sanguinea de la vena coxigea de cada rata.

Para este fin se colocd el animal dentro de un sistema de inmovilizacion
donde quedaba la cola fuera para poder manipularla. Se aplicé un

torniquete de goma en la base de la cola para lograr la ingurgitacion de las
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venas y tras colocar una minima cantidad de anestesia local (lidocaina) se
punciond la vena hasta extraer la cantidad minima necesaria para los

estudios sin que interfiera en la volemia del animal (0,8 ml de sangre).

Una vez extraida la sangre se depositaron en un recipiente estéril al que se
aplicé un inhibidor de proteasa (Inhibidor de la dipeptidil dipeptidasa IV
DPP-IV de la marca Merck-Millipore®.) Las hormonas normalmente se
encuentran presentes en el plasma y el tejido intersticial a
concentraciones muy bajas; por ello, una vez que una hormona es
secretada por un tejido endocrino, generalmente se une a un
transportador especifico (proteina plasmatica) y el complejo es
diseminado a tejidos distantes. Las proteinas transportadoras plasmaticas
existen para todas las clases de hormonas endocrinas. Las proteinas
transportadoras para las hormonas peptidicas previenen la destruccion de
las hormonas por las proteasas plasmaticas. Por lo tanto, para evitar la
degradacion de las muestras de sangre y obtener una mejor lectura en los
analisis de inmunoensayo, a las muestras se les aplico el inhibidor de
proteasa. Posteriormente se llevaron los recipientes de las muestras a un
agitador tipo vortex para mezclar e incluir adecuadamente el inhibidor y
tras un minuto de mezclado se dejaron que las muestras coagulasen en

reposo a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

A continuacion, todas las muestras fueron centrifugadas a 1200 rpm en
una centrifuga tipo (PowerSpin™ VX C818 de velocidad variable, 8 tubos
de 10 mL [@16mm x 100mm]) durante 10-15 minutos hasta que el plasma
se separd de los elementos formes. Se extrajo el suero en nuevos
recipientes de polipropileno (no vidrio para evitar alteraciones) y se llevé a
un congelador a -80 °C hasta su analisis correspondiente en los Kits de

inmunoensayo.
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Las muestras para el estudio inmunoquimico para las hormonas fueron
procesadas en el Instituto Murciano de Investigaciones Biosanitarias en el
grupo de trabajo de Analisis Clinicos. En este grupo de trabajo se propuso
la utilizaciéon de kits de inmunoensayo que fueron especificamente
disefados para este estudio y se solicitaron ya preparados a la casa

comercial. (Laboratorios Merck-Millipore®.)

4. MECANISMO DE ACCION DE LAS PRUEBAS DE INMUNOENSAYO

Se define como analisis de inmunoensayo al conjunto de técnicas inmuno-
qguimicas de laboratorio que tienen como fundamento el usar los
complejos antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) como referencia para |la
cuantificacion de un determinado analito (sustancia objeto del analisis)
que puede estar asociado al anticuerpo (Ac) como al antigeno (Ag). La
cuantificacion se realiza por diferentes métodos que utilizan para la
medicidn una molécula que marca o sefala una parte de la reaccién del
complejo Ag-Ac. Los analisis de inmuno-ensayo se fundamentan en la gran
especificidad y afinidad de los Ac por su Ag y gracias a este fendmeno, se
pueden cuantificar compuestos presentes en liquidos organicos en
concentraciones muy reducidas, del orden de nanogramos/ml o de

picogramos/ml.

Existen diferentes clasificaciones de las técnicas de inmuno-ensayo

aunque las mas utilizadas son:

a) Por el medio donde se realiza la medicidn: se dividen en homogéneo y

heterogéneo.
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a.1- Homogéneo: la sefial generada por la unién del Ag y el Ac se mide
directamente en el mismo medio que se utiliza para favorecer la

formacion del complejo inmune.

a.2- Heterogéneo: la unién del complejo Ag-Ac se mide en un medio
diferente al utilizado para la unién del complejo inmune. Este proceso
implica por lo general una etapa intermedia de lavado para eliminar

interferencias.
b) Por la técnica de medicidon: pueden ser competitivo o no competitivo.

b.1- Competitivo: el analito (en este caso suele ser un Ag) objeto de la
medicion compite con otro Ag marcado por un Ac. Se mide por la cantidad
del Ag marcado sin conjugar que se considera es inversamente

proporcional al analito.

b.2- No competitivo (llamado también tipo sandwich): el Ag de la muestra
reacciona con dos Ac diferentes que se fijan a distintas partes del Ag. Uno
de los Ac generalmente esta en soporte sélido para facilitar la separacion
de la fraccion ligada, y el otro Ac lleva la marca que van a detectar los
instrumentos de lectura. Se mide por la cantidad del marcador

considerando que es directamente proporcional a la cantidad del analito.

c) Por el marcador: con esta clasificacion se destaca cudl es la sustancia
marcadora que pone en evidencia el complejo inmune y que es la va a ser
leida por un equipo especifico de lectura. En este sentido los inmuno-

ensayos pueden ser:
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- Radioinmunoensayo (RIA): el marcador es un isétopo radioactivo.
- Enzimoinmunoanalisis (EIA): el marcador es una enzima. Es uno de los
procedimientos mas utilizados en ciencias de la salud y se conocen por su
abreviatura del inglés ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
- Fluoroinmunoanalisis: el marcador es una molécula fluorescente (FPIA.)
- Inmunoquimioluminiscente: el marcador es en general una enzima capaz
de catalizar una reaccién quimioluminiscente. Son tanto o mas sensibles
que los radioinmunoensayos, y no presentan riesgos de manipulacion de

sustancias radioactivas.

*Se considera que los inmunoensayos con formato homogéneo no
competitivo son los mas sensibles y especificos. En nuestro caso hemos
utilizado este modelo asociado ademas a un marcador quimioluminiscente

gue utiliza microesferas fluorescentes de perlas magnéticas.

5. SISTEMA MILLIPLEX® MAP

Para identificar hormonas metabdlicas especificas, se requiere detectar
paneles de hormonas metabdlicas, y ello demanda un cierto nivel de
automatizacion en equipos de alto rendimiento. En nuestro caso se utilizé
el sistema panel de MILLIPLEX® MAP que se basa en la tecnologia
Luminex® y xMAP®. Este sistema es uno de los de mas rapido crecimiento
en el campo de la investigacién de las ciencias bioldgicas y es capaz de
realizar una variedad de bioensayos incluyendo inmunoensayos
fluorescentes que utilizan cédigos a través de perlas magnéticas conocidas

como microesferas MagPlexTM-C.

El panel MILLIPLEX® MAP disefiado para este estudio se desarrolld con la
intencion de medir la funcion metabdlica hormonal de las ratas
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centrandose en el potencial terapéutico de las hormonas metabdlicas.
Ademas, la plataforma Luminex® xMAP® con el formato de perlas
magnéticas tiene una ventaja adicional que permite la deteccion de
multiples analitos simultaneamente, lo que permite un ahorro de tiempo,

mano de obra y de costos respecto a métodos tradicionales.

En nuestro caso el panel de MILLIPLEX® xMAP® para el analisis metabdlico
de la rata logrd la cuantificacion simultanea de: Péptido C, GIP, GLP-1, el
glucagdn, insulina, PYY, y TNFa, teniendo en cuenta que su uso es

exclusivo en investigacion, no para procedimientos de diagndsticos.

Los anticuerpos especificos para cada hormona estan unidos por enlaces
covalentes a las microesferas que pueden ser detectadas por el sistema
Luminex®. A su vez cada anticuerpo unido de forma Unica a las
microesferas presenta un etiquetado distintivo con un tinte fluorescente.
Las microesferas son detectadas por el uso de doble laser en el que se

basa el sistema Luminex®.

La tecnologia xMAP® permite la medicion de hormonas multiples en un
unico ensayo con cantidad limitada de suero. Ademas durante el ensayo
de los diferentes reactivos se combinan con el analito para formar un
complejo de microesfera-muestra-anticuerpo. La iluminacion del complejo
libera oxigeno que se canalizara a través de las cuentas y a través de un
aceptor de desencadenantes de quimioluminiscencia que emite una sefal
luminica que es detectada en un lector de placas. La cantidad de luz
generada es proporcional a la concentracién de la hormona en la muestra.
Por lo general se utilizan dos anticuerpos que reconocen diferentes sitios
de la hormona de interés, y uno de ellos suele estar biotinilado y el otro se

utiliza para recubrir el captador de las microesferas.
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El sistema Luminex® utiliza técnicas patentadas donde las microesferas
utilizan cdédigos de color con dos colorantes fluorescentes. A través de
concentraciones precisas de estos colorantes, se pueden crear hasta 100
conjuntos de microesferas de colores cada uno de los cuales esta

recubierto con un anticuerpo de captura especifico.

Después de que un analito es capturado por el sistema, se introduce un
anticuerpo de deteccion biotinilado. La mezcla de reaccidon se incuba a
continuacion con el conjugado Estreptavidina-Ficoeritrina (EF), la molécula
informadora, para completar la reaccion en la superficie de cada

microesfera.

Las microesferas son pasadas rapidamente a través de un laser que excita
los colorantes internos que marcan el conjunto de microesferas. Un
segundo l3dser excita al EF, el colorante fluorescente en la molécula
informadora. Finalmente, los procesadores de sefales digitales de alta
velocidad identifican cada microesfera de forma individual y asi es posible
cuantificar el resultado con la captacion de las sefiales indicadoras

fluorescentes.

INSTRUMENTACION / MATERIALES

1. Pipetas ajustables con puntas capaces de transportar 25 puL 1000 pL
. Multicanal Pipetas capaces de dispensar 5 pL 50 puL o 25 pL a 200 plL
. Reservorios de Reactivos

. Tubos de Polipropileno

. Papel de aluminio

2
3
4
5. Gomas elasticas
6
7. Almohadillas o paiitos absorbentes
8

. Agitador vortex
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9. Sonicador (Branson limpiador ultrasénico Modelo # B200)

10. Shaker Titer Plate (Lab-Line Instruments Modelo # 4625)

11. Luminex 200 ™ con software xPONENT por Luminex Corporation

12. Lavador automatico de placas de perlas magnéticas (Bio-Tek ELx405,

EMD Millipore)

DIRECTRICES TECNICAS SEGUN LA CASA COMERCIAL

Las perlas de anticuerpo inmovilizado son sensibles a la luz por lo que
fueron protegidos de la luz en todo momento. Para ello se procedidé a
cubrir las placas de las muestras que contienen perlas con papel de

aluminio durante todas las etapas de incubacion.

Todo el lavado se realizé con el tampdn de lavado proporcionado por el Kit
ya que un lavado incompleto podria afectar negativamente a los
resultados del ensayo. Después de la hidratacion, todos los estandares y
controles fueron transferidos a tubos de polipropileno. Los estandares
preparados por dilucion en serie se utilizaron dentro de 1 hora de
preparacion tal y como indican las instrucciones de la casa Millipore.
Ademas las placas fueron leidas inmediatamente como establecen las
recomendaciones, ya que un retraso en la lectura de una placa puede dar

lugar a disminucidn de la sensibilidad de algunos analitos.

El agitador de placa de titulacion se debe establecer a una velocidad para
proporcionar una mezcla orbital maxima sin salpicaduras de liquido fuera
de los pozos. Para el agitador de placas recomendado, esto seria un ajuste

de 5-7 que es de aproximadamente 500-800 rpm.

Para conseguir la limpieza de las sondas de aguja se llevd a cabo mediante

sonicacion (mezclado de particulas de una muestra por efecto de los
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ultrasonidos) y todos los reactivos se sometieron a agitacién mediante

vortex antes de ser afladidos a la placa.

PREPARACION DE MUESTRAS Y REACTIVOS PARA INMUNOENSAYO:

A.

Muestras sanguineas = Se procedid a la descongelacion de las
muestras a temperatura ambiente durante 4 horas. Nuevamente
fueron centrifugadas antes de su uso en el ensayo para eliminar las
particulas, a 3000 rpm durante cinco minutos antes de la

configuracién del ensayo.

Preparacién de perlas de anticuerpo inmovilizado = En primer lugar
se llevd a cabo la sonicacion de cada vial de anticuerpos de
microesferas durante 30 segundos y posteriormente se mezclé en el

vortex durante 1 minuto.

Preparacion de las perlas = Seguidamente se afiadio 150 pl de cada
vial grano anticuerpo a la botella de mezcla y llevar a volumen final

de 3,0 ml con bolas de diluyente.

Preparacién de Controles de Calidad = Antes de su uso, fueron
reconstituidos las muestras de control y calidad 1y 2, con 250 ul de
agua desionizada. Se invirtié el frasco varias veces para mezclar y

agitar.

. Preparacion del tampdn de lavado = Se dejo el tampdn de lavado

10X a temperatura ambiente y posteriormente se mezcld para
precipitar todas las sales en solucidn. Se diluyé 30 ml de tampdn de

lavado 10X con 270 ml de agua desionizada.

Preparaciéon de Matrix Serum - Se administré 1,0 ml de agua

desionizada a la botella que contenia la matriz de suero liofilizado.
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Después del mezclado se dejé 10 minutos para la reconstitucion

completa.

PROCEDIMIENTO FINAL:

1. Ahadimos 200 ml de tampdn de ensayo en cada pocillo de la placa. Se
sellé y mezclé en un agitador de placas durante 10 minutos a temperatura

ambiente (20-25°C).

2. Se procedié a decantar el tampdn y eliminar la cantidad residual de
todos los pocillos invirtiendo la placa y golpearla con decision sobre toallas

absorbentes varias veces.

3. Se afladieron 25 pl de solucién matriz apropiada para los pozos de
fondo, de normalizacién y de control. Luego 25 ul de tampdn de ensayo
para el fondo (nivel 0 pg/ml) y pocillos de muestra. Seguidamente 25 pl de
la solucion estandar o de control en los pocillos correspondientes y
finalmente 25 pl de cada muestra de suero en los pocillos

correspondientes.
4. Se mezclaron todos los reactivos en la mezcladora vortex.

5. Posteriormente se procedié a sellar cada placa con el sellador especifico
del kit. Se cubrieron las placas con papel de aluminio y se incubaron en un

agitador de placas durante la noche (18-20 horas) a 4 °C.

6. Al cabo del tiempo estipulado se dejé que los reactivos en las placas
alcanzasen la temperatura ambiente. Luego se procedio al lavado (hasta 3

veces) segun las instrucciones de la casa comercial.

7. Seguidamente se adiciond 50 ul de la mezcla detectora de anticuerpos

en cada pocillo y nuevamente se cubrié cada placa con papel de aluminio
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para la incubacion con agitacion durante 30 minutos a temperatura

ambiente (20-25 ° C).

8. Luego de la incubacion se agregaron 50 pl de Estreptavidina-Ficoeritrina
para determinar la concentracion de las hormonas de interés a cada
pocillo que contiene los 50 ul de la mezcla para la deteccidon de
anticuerpos. De nuevo se cubrieron las placas con papel de aluminio y se
sucedio otra nueva fase de incubacién con agitacién durante 30 minutos a

temperatura ambiente (20-25 ° C).

9. Se lavaron las placas 3 veces y se afladié 100 ml de fluido funda (o de

accionamiento de fluido si se utiliza MAGPIX®) a todos los pocillos.

10. Inmediatamente se llevaron las placas al sistema Luminex 200 ™, con

software xPONENT, para su lectura.

CONTROLES DE CALIDAD:

Los rangos para cada analito en Control de Calidad 1 y 2 se proporcionan

en la siguiente tabla:

-231 -



VARIABLES HISTOLOGICAS

1. TECNICAS HISTOLOGICAS

Al momento del sacrificio se recogieron muestras de diferentes tejidos. En
lo que compete a este proyecto el tejido escogido para su analisis en
profundidad fue el pancreas, asumiendo su participacidon protagdnica en el
desarrollo de la DM2 no asociado a obesidad. Del resto de los tejidos se

realizé descripcion basica.

2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Inmediatamente de la extraccion de las muestras de tejidos las mismas
fueron sumergidas en una solucién de formaldehido al 10% hasta su

procesamiento.

Las muestras de tejido fueron tratadas en el laboratorio de anatomia
patoldgica del Hospital General Universitario de Alicante. En este
laboratorio se llevé a cabo el procedimiento basico de tratamiento de
tejidos el cual incluye los procesos que se describen en el apartado a

continuacion.

3. PROCEDIMIENTO BASICO DE TRATAMIENTO DE TEJIDOS.

Proceso tedrico segun datos del laboratorio del Instituto de Neurociencias
y de la web:
http://rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/18704/1/HISTOLOGIA. pdf)
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- Lavado del fijador y aclaramiento: el lavado se llevé a cabo para

eliminar el exceso de fijador, para luego poder hacer la inclusién sin
interferencia por parte del fijador. Ademas, existen medios de inclusion
que son hidréfobos, como la parafina, y precisan de la eliminacion de agua
en la muestra. Para eliminar los restos de agua se procedido a la
deshidratacion de los tejidos. Debido a que una gran parte del tejido estd
constituido por agua, se aplica una serie gradual de soluciones acuosas de
menor a mayor grado de agente deshidratante, en nuestro caso alcohol
etilico, iniciando con alcohol al 0,5%, luego se aumentd paulatinamente la
concentracion de la solucion de 10 en 10 hasta llegar al 100 % de
concentracion cuando se estimd que se habia eliminado todo el agua de
los tejidos, extra e intracelular. Después de haber deshidratado el tejido,
se procedid al aclaramiento con xilol que es una sustancia que actua como

disolvente que es miscible tanto en el alcohol como en parafina.

- Inclusion: |a inclusién se refiere al proceso de proporcionar un soporte
solido a los tejidos para posteriormente poder seccionarlos en cortes muy
finos. El método de inclusiéon mas usado es la parafina. El procedimiento
estandar realizado consistié en colocar la muestra de tejido en un
recipiente y agregar la parafina fundida a 602C, colocando la muestra en
una estufa de 30 minutos a 6 horas manteniendo la temperatura a 602C.
Debido al calor, el xilol se evapora y los espacios anteriormente ocupados
por el medio de aclaramiento fueron ocupados por la parafina. Después se
colocé la pieza en un molde de metal de forma rectangular y tamafo pre-
establecido segun protocolo del laboratorio y se dejé solidificar a
temperatura ambiente, formandose un bloque sélido de parafina con el
trozo de tejido incluido, en las cuales se ha anotado las coordenadas de

orientacion de los tejidos.
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- Corte: el bloque de parafina posteriormente se lleva a corte utilizando
micrétomo de rotacion, con cuchillas de acero. El grosor escogido se dejo
entre 5 y 10 um, espacio suficiente como para permitir el paso de la luz

del microscopio dptico.

- Coloracion: para las muestras generales de los tejidos se aplicé la

coloracidn basica de hematoxilina-eosina (HE).

= COLORACION CON HEMATOXILINA-EQSINA

La HE es la tincién mas usada para el estudio de cortes histolégicos en el
microscopio dptico, ya que es una coloracion topografica de rutina que
ayuda a distinguir detalles morfolégicos de células y tejidos. Existen
multiples variantes, segin se emplee un tipo u otro de eosina y de
hematoxilina y en variadas concentraciones. El método supone Ia
aplicacion de la tincion de hematoxilina, que por ser un colorante de pH
basico, tifie estructuras acidas (basdfilas) en tonos azulados y purpura
(ejemplo, los nucleos celulares.) Por su parte la eosina, que es un
colorante acido, tine componentes basicos (acidoéfilas) en diferentes tonos

de rosa (ejemplo, el citoplasma.)

Para para teiiir los cortes con este colorante se empled la HE de Harris. En
primer lugar se procedid a eliminar la parafina porque es insoluble en
agua y para ello se utilizdé nuevamente el Xilol como disolvente,
sumergiendo los cortes hasta en 3 ocasiones de 5 minutos cada vez. Luego
se hidratd el tejido con alcohol etilico en concentracidon decreciente.
Utilizamos primero etanol absoluto, luego etanol al 90%, 80% y 70% vy
agua destilada, 5 minutos cada vez. Se aplicd la hematoxilina dejando
reaccionar por 5 minutos y se procedié al lavado en agua del grifo. Luego

se aplicod la eosina y se dejo sélo 30 segundos; posteriormente se lavd
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nuevamente con agua destilada por dos veces y después con agua de
grifo. Seguidamente se realizd una nueva deshidratacion con alcohol para

el montaje de los cortes en los portaobjetos.

- COLORACION CON CRESIL VIOLETA

Para las muestras de pancreas, ademas, se llevd a cabo una tincidn
adicional con cresil-violeta. El violeta de cresilo es un colorante aciddfilo
que tine el nucleo celular y el reticulo endoplasmatico rugoso (sustancia
de Nissl), por lo que se emplea con frecuencia en aquellos tejidos donde
se quiere poner en evidencia carga celular, demostrando la presencia de
los nucleos. El cresil violeta se une a los grupos fosfatos del ADN del

nucleo celular.

Puesto que en nuestro estudio uno de los objetivos fue demostrar la
regeneracion de las células B del pancreas consideramos que la tincion
con este colorante nos permitiria a grandes rasgos observar la
proliferacion celular a nivel de los islotes de Langerhans, observando el

aumento de carga nuclear celular.

La tincidn se realizd segun el protocolo basico siguiente:

1. Lavado de los cortes en agua destilada (1-3 minutos)

2. Tincidén con violeta de cresilo al 1% (5-10 minutos)

3. Lavado en agua destilada (aprox. 1 minuto)

4. Diferenciacién en alcohol-acético (etanol 70% con acido acético)
(aprox.15 segundos)

5. Deshidratacion (etanol 96%, etanol 100%), aclarado y montaje

-235-



4. TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Para estudiar en profundidad la morfologia de las distintas regiones del
pancreas, asi como los la evolucién de los islotes de Langerhans y las
células B, se procesaron las muestras a través de colorantes de tipo
inmunologico. Estas técnicas tienen como fin detectar la expresion de
proteinas en el tejido diana y se fundamentan en la aplicacién de un
anticuerpo primario al tejido para que reconozca la proteina de interés.
Luego se afade un anticuerpo secundario conjugado con biotina que
reconoce el anticuerpo primario, amplificando asi la sefal y posibilitando

el revelado posterior.

Las muestras para el estudio inmunohistoquimico fueron procesadas en el
Instituto de Neurociencias de Alicante, en la Unidad de Investigacion de
Neurobiologia del Desarrollo, en el grupo de trabajo de Embriologia
Experimental. En este grupo de trabajo se propuso la utilizacion del
anticuerpo Nkx6.1. Este anticuerpo es una proteina que actua en la
codificacion del gen NKX61 y que participa en el desarrollo embrionario de

las células B del pancreas.

En nuestro estudio, el Kit del anticuerpo utilizado emplea como anticuerpo
secundario, un Ac especifico para roedores. El preparado inmunolégico se
maneja en una concentracion de 1:200 que distribuye la casa comercial
Hybridoma Bank con referencia N2F55A10. Por lo tanto, este Kit utiliza un
anticuerpo de biotina anti-ratén que, asociado a un sistema del tipo de la

inmuno-peroxidasa, es el que detecta la actividad del anticuerpo.
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5. SENALES QUE DETERMINAN EL DESARROLLO DEL PANCREAS:

EL ANTICUERPO Nkx6.1

En la diabetes mellitus hay una pérdida o disfuncién de las células-B del
pancreas que son la clave para la homeostasis del metabolismo glucidico.
En ambos tipos de diabetes hay una alteracion de las células B, que en la
DM1 se asocia a la destruccion autoinmune de dichas células en tanto que
en la DM2 implica la pérdida la secrecién de insulina y una disminucién
gradual de la masa celular. Se ha demostrado que el desarrollo, la
diferenciacion y funcionamiento de las células B del pancreas se controla

por factores de transcripcion.(293)

La posibilidad de desarrollar una terapia basada en células para el
tratamiento de la diabetes ha impulsado el creciente interés en identificar
las vias moleculares que controlan el desarrollo de células endocrinas del
pancreas. Como ya hemos explicado previamente en el apartado sobre la
dinamica de las células B, el desarrollo y la diferenciacién de érganos
como el pancreas requieren la activaciéon de un conjunto Unico de
transcripcion de coordenadas de factores codificados genéticamente.
(294) Los estudios genéticos en ratones han revelado el papel critico de
varias sefales de transcripcion celular en el pancreas, factores que
determinan la diferenciacion y proceso de neogénesis de las células B.
(256) Estas sefiales de transcripcion vienen determinadas por
homeodominios que son secuencias de ADN de tres hélices y
aproximadamente 60 aminoacidos, que trasmiten una orden especifica en

la diferenciacién celular.(72)

Aunque la proliferacion de células B parece ser el principal mecanismo de
la regeneracion de células B durante la edad adulta la formacion de las

células B consta con una serie de precursores totipotenciales para la masa
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celular de células B (295). Antiguamente se pensaba que estas células sélo
estaban presentes en estados embrionarios. Pero hoy se conoce que las
mismas pueden ser activadas por los factores de transcripcion,

dependiendo de las necesidades propias del organismo.

Previamente se ha descrito que el factor de transcripcidon mas importante

en el embrién de los mamiferos es el Factor Promotor de Insulina (Pdx1).

El Pdx1 (homeodominio pancreatico y duodenal tipo 1) es un factor de
transcripcion necesario para el desarrollo del pancreas y maduracion de
las células B. El Pdx1 también es conocido como Factor de Crecimiento
Insulinico o promotor Insulinico (IGF-1) en los humanos.(82) El gen que
codifica al Pdx1 tienen el potencial de dar lugar a todas las lineas celulares
en el pancreas, tanto células endocrinas como exocrinas, asi como células
de los conductos pancredticos. La informacidon que se transcribe en el
Pdx1 es primordial para el desarrollo del intestino anterior (foregut) y asi
mismo su presencia determina la transcripcion de los homeodominos de
la familia de los Nkx. De hecho en roedores el Pdx1 determina la expresion
casi exclusiva del Nkx6.1, el cual es clave para el desarrollo, diferenciacion,
mantenimiento y supervivencia de una masa de células B en los

adultos.(296)

El homeodominio Nkx6.1 es el factor que dirige especificamente la
diferenciacion de la célula pluripotencial especificamente a convertirse en
célula B secretora de insulina y es el iUnico homeodominio cuya restriccion
absoluta en el pancreas altera la reproduccién de las células B. Fue
identificado por primera vez en las células de un insulinoma de hamster
(Rudnick et al. 1994.)(297) En el desarrollo embrionario el Nkx6.1 se

expresa inicialmente en casi todo el epitelio de las papilas pancreaticas y
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posteriormente en el adulto se restringe a las células B y precursores de
células B. El Nkx6.1 también se expresa en el desarrollo de la médula
espinal, en las células productoras de serotonina de la mucosa de la region
antropildrica del estdmago y en el mesénquima asociado con el eséfago y

la parte anterior del estémago. (298;299)

Figura 1. Cascada de transcripcion de los diferentes factores que influyen en la
diferenciacion celular pancredtica. Obsérvese que el Nkx6.1 se ubica en la linea
precursora de las células 8, después de la Ngn3. Cortesia de H. Kaur, N. Bhaskar, S.
Ishaqg, Q. Najeeb. Stem Cells: Source for diabetes cell therapy. Journal of Diabetology,
October 2012; 3:3

Cuando experimentalmente se ha inducido en roedores una alteracion
dirigida del gen de Nkx6.1 se provoca un defecto severo en Ia
diferenciacion de células B. Este efecto viene a demostrar que el Nkx6.1
ratones tiene su punto de accién dentro de la cascada de transcripcién en
un paso mas especifico para las células B que la expresion de la
neurogenina 3 (Ngn3).(90) De manera que los anticuerpos contra Nkx6.1
son herramientas muy valiosas para el estudio del papel y la funcién de las

células B. Sin embargo, los mecanismos por los que estos factores
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controlan la expresidon del Nkx6.1 y otras funciones potenciales en el

desarrollo de la glandula siguen siendo campos desconocidos.(304;309)

6. PREPARACION DE LOS CORTES PARA INMUNOHISTOQUIMICA

Las muestras fijadas en formol al 10% se lavaron en PBS (tampdn fosfato
salino) y a continuacidn fueron deshidratadas progresivamente en etanol
en una secuencia creciente (25%, 50%, 75% y 100%.) Posteriormente las
muestras fueron incubadas en butanol (2 lavados de 30 minutos), para
retirar toda traza de etanol (no miscible con la parafina). A continuacidn,
las muestras se incubaron en parafina liquida a 582C, donde se realizaron
6 cambios de parafina de 30 minutos con el fin de eliminar totalmente los

restos de butanol.

Una vez incluida la muestra, se depositdé en un molde de plastico con
forma de cubo donde se orientd y se dejo solidificar la parafina a
temperatura ambiente. Una vez sdlida la parafina se extrajo el bloque del
molde y se secciondé la muestra en el microtomo. El grosor de cada seccidn
se fijo en 10 um. Los cortes fueron montados en portaobjetos en series
paralelas usando una disolucién de Etanol 17,5% en agua. Una vez secados

los cortes a 372C durante un dia, se almacenaron a temperatura ambiente.

Los cortes de parafina fueron desparafinados en xilol durante una noche.
Al dia siguiente los cortes fueron rehidratados en una serie decreciente de

alcoholes al 100%, 96%, 70% hasta agua. Cada paso fue de 10 minutos.

Segun las instrucciones de la casa comercial del anticuerpo utilizado, se
procedid a una técnica de re-exposicion de los epitopos. La técnica

consiste en la aplicacion de calor por hervido en un tampdn de citrato
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sodico a 0,01M en agua. El hervido se llevé a cabo en un microondas a 750

watios de potencia en 4 tiempos de 4 minutos.

Después del tratamiento, los cortes fueron lavados en PBS Tritén (PBST) al
0,1% para eliminar los restos de citrato sédico. A continuacion, se bloqued
la peroxidasa enddgena del tejido con agua oxigenada durante 30 minutos
a temperatura ambiente en un medio protegido de la luz. Y para bloquear
las uniones inespecificas del anticuerpo primario se utilizé lisina al 10% en
PBST. El anticuerpo primario se incubd a la concentracion indicada en
suero fetal bovino (BSA) al 1% con azida al 0,1% en PBST. Se dejé actuar

durante una noche a temperatura ambiente.

Al dia siguiente se recuperd el anticuerpo primario y se lavaron los
portaobjetos varias veces en PBST. Se usd el anticuerpo secundario
biotinilado a 1:200 de concentraciéon en PBST durante una hora a
temperatura ambiente. Tras varios lavados en PBST se afadio el complejo
ABC (Vector Laboratories) a la concentracion de 1:300 en PBST. Este
complejo contiene avidina y la peroxidasa del rabano biotinilada. La
avidina tiene una gran afinidad por la biotina y forma un complejo donde
se unen la peroxidasa biotinilada a la avidina dejando al menos un sitio de
union libre para la biotina del anticuerpo secundario. Al afadirlo a los
cortes, la avidina se une al secundario biotinilado y ancla la peroxidasa al
lugar de expresion de la proteina. Para el revelado se usé como sustrato
de la peroxidasa 1 ml de Diaminobenzidina (DAB) con agua oxigenada al

0,6%. La reaccidn provoca un precipitado de color marrén (Figura 2)

Tras adicionar el elemento para el revelado, la reaccién fue detenida con
PBS y se deshidrataron los portaobjetos en una serie creciente de etanoles

hasta llevarlos a 100% etanol, desde donde se pasaron a xilol, para luego
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montarlos con Eukitt y dejarlos secar varios dias en una estufa a 372C.

Posteriormente se reservan para su estudio.

Nkx6.1 -/-
Nkx6.1 -/- Nkx2.2 -/-

wh

T
‘ﬂ‘ , -

Figura 2. Imdgenes que muestra como se ven al microscopio cortes histoldgicos en
ratones. Pdncreas tefidos con técnica de inmunohistoquimica basados en el Nkx6.1 y
Nkx6.2. Imdgenes a y b pdncreas de ratones con diabetes. Imdgenes c y d pdncreas de
ratones normales. Los grdnulos marrondceos vienen a sefalar la reproduccion de
células 8 en el tejido pancredtico. Cortesia de Sander M et al. Homeobox gene Nkx6.1
lies downstream of Nkx2.2 in the major pathway of 8-cell formation in the pancreas.
Development 2000 Dec;127(24):5533-40.

7. EVALUACION DE LAS MUESTRAS HISTOLOGICAS

El anadlisis de resultados de los tejidos extraidos se realizé en dos fases

diferentes:

***En la primera fase se realizé un muestreo de diferentes érganos, con el
fin de valorar la idoneidad de los tejidos tras su fijacion en formol y debido

al tiempo que se almacenaron antes de su analisis.
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***En la segunda fase se procedio al estudio en detalle de las muestras de
pancreas que se sometieron a tres tipos de tincién, con la siguiente

finalidad:

Hematoxilina Eosina — para localizar y describir a grandes rasgos los Islotes
de Langerhans. Con esta tincidon se observd el citoplasma rosado vy el

nucleo fucsia de las diferentes células que componen el islote.

Cresil Violeta — con esta tincidn se quiso detallar las caracteristicas de los
Islotes de Langerhans con mayor definicidn ya que esta tincidn tiene
mayor afinidad por los nucleos celulares. Con el cresil violeta el citoplasma

de la célula se tifie de lila y el nucleo violeta.

Inmunohistoquimica con Ac. Nkx6.1 — la reaccidon de inmunohistoquimica
es de todas las técnicas la mas especifica para tefir los nucleos de las
células B del pancreas. Los acumulos marronaceos que se ponen en
evidencia a nivel de cada islote de Langerhans significa la presencia de las
células productoras de insulina. No se tifien el resto de poblaciones

celulares.

Se realizé un analisis netamente descriptivo de los tejidos procesados. Los
hallazgos observados en los diferentes cortes se aprecian en las
fotografias obtenidas por camara de alta resolucidn en el microscopio
utilizado. Al lado de cada imagen se apunta el cambio observado a nivel
del pdncreas tanto en ratas con operacion simulada (Sham) como en rata

con Exclusion Duodenal.
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ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis de resultados se planted en dos fases diferentes:

* En una primera se realizd un estudio descriptivo de las variables del
estudio y su distribuciéon en funcién de los grupos. Las variables
cuantitativas gaussianas fueron definidas por media y desviacion tipica.
Dada que la muestra del estudio es pequefia para cada grupo también se

incluyd el rango de distribucion entre valor minimo y maximo.

* En una segunda fase, se realizé un estudio con un analisis estadistico
que tuvo como objetivo determinar qué factores de riesgo se asocian
entre los dos grupos definidos del estudio (Sham versus exclusion) y entre
los grupos temporales (precoz, intermedio y tardio) Ademas, dentro de un
mismo grupo se compararon Vvalores preoperatorios versus
postoperatorios en las ratas sometidas a Exclusion Duodenal. Se identificd
la magnitud de asociacidn y las diferencias que existen entre los grupos.
Para la comparacién de medias independientes intergrupos se emplearon
los tests t de Student y la U de Mann Whitney, mientras que para analizar
variables pareadas, intragrupos se utilizé el test de t de Student apareado
y el ANOVA. En algunas variables se hace evidente la diferencia para
cuantificar la magnitud de la asociacion de realizar la exclusion duodenal
de no realizarala, y se calculé el Riesgo Relativo con un intervalo de
confianza del 95%. No se llevé a cabo ningun analisis multivariante con

modelo de regresion logistica.

Todas las variables se someteran a analisis segun el programa estadistico

SPSS-PC version 21.0.
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Al comparar dos variables se pretende un contraste de hipdtesis donde se
entiende por un valor significativo o valor a, cuando la p es menor al 0.05,

y permite rechazar la hipotesis nula.

- 246 -



RESULTADOS DE LA FASE |

Se realizaron 18 intervenciones en ratas Wistar suministradas por el SEA
de la UMH. De las 18 ratas intervenidas, 10 superaron satisfactoriamente
el proceso y 08 murieron, en su mayoria sin superar las primeras 48 horas
del postoperatorio. Al realizar las autopsias se determinaron como causas

de muerte los siguientes eventos:

01 - hemorragia a nivel gastrico

01 - sobredosificacidon de anestesia y analgesia
03 - obstruccion intestinal

02 - dehiscencia de anastomosis

01 — exceso de tiempo operatorio

a) El problema de la hemorragia se pudo subsanar realizando maniobras
de la seccidon gastrica en un sélo movimiento, utilizando el instrumental
hemostatico como referencia y procurando en todo momento una estricta
hemostasia. Dado que las técnicas se consideran de microcirugia, no se
pudieron realizar procedimientos de hemostasia con dispositivos de
electrocauterio o materiales hemostaticos, y en todo momento se controld

el sangrado con técnicas de presion.

b) En la sobredosificacion anestésica se plantearon disyuntivas en cuanto
al tiempo de anestesia, dosis de induccién y mantenimiento, dosis
ajustadas al peso y protocolo de anestesia con analgesia conjunta versus
secuencial. Con la ayuda de los veterinarios del SEA, se logré ajustar la

dosis a la presentada en el disefio experimental.
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c) El mayor niumero de decesos se registraron en relacidn a la obstruccion
intestinal siendo a su vez causa de este fendmeno tres eventos:

e Para facilitar y agilizar la intervencion, con el fin de evitar sangrados
en el proceso, se propuso realizar primero la anastomosis
gastroyeyunal y luego el tubo gastrico. Pero este orden no
aseguraba el correcto emplazamiento de la anastomosis y provocé
torsiones en el asa.

e El ancho de la boca anastomdtica también representd un problema
siendo resuelto con incisiones cada vez mas anchas y no ajustadas al
diametro que en principio mostraba el yeyuno.

e En las primeras tubulizaciones gastricas las secciones horizontal y
vertical separadas nos condujeron a una manga muy estrecha que
acumulo el paso de los alimentos. Asi pues, para el disefo del tubo
se ha preferido una seccion oblicua que permite una tubulizacion de
la cdmara gastrica mas acorde con la anatomia de la rata.

Para valorar la efectividad del paso de los alimentos a través del tubo
gastrico y la anastomosis y con el fin de evaluar los casos de obstruccion
intestinal, se procedid a realizar pruebas de imagen en las ratas. Estas
pruebas se realizaron con Resonancia Magnética en un equipo especial
para animales que dispone el SEA. (Las imdgenes se describen al final de

este apartado.)

d) En relacién a la dehiscencia de anastomosis se optd por realizar la
misma con sutura continua de muy bajo calibre. No se ejecutd
comprobacion alguna del paso del contenido, que ante la fragilidad de los
tejidos de las ratas, esta maniobra podria desgarrar inadvertidamente la

pared intestinal o aflojar la sutura.

- 248 -



e) El exceder el tiempo operatorio suponia un estrés adicional del animal
qgue junto con la manipulacién del tracto intestinal implicaba un proceso
de deshidratacion importante, al que le debemos sumar el periodo de
ayuno prequirurgico. Por tal motivo, aparte de controlar mejor los
tiempos, se incluyd un procedimiento de rehidratacion intraoperatoria,
infundiendo suero salino intraperitonealmente, momentos antes del cierre

abdominal.

La experimentacidon en las ratas Wistar conllevé al siguiente protocolo de

ejecucidn quirdrgica:
» Laparotomia media subxifoidea y preparacion del drea quirurgica
Una vez anestesiadas las ratas y colocadas en decubito supino en la
mesa quirurgica, se fijan sus extremidades en extension para exponer el
area abdominal. Tras rasurar el abdomen y realizar antisepsia con
solucion yodada se procedid a colocar la primera dosis de anestésico
local en la region abdominal donde se iba a realizar la incisidon. La
laparotomia media se llevd a cabo en sentido craneo-caudal desde el
apéndice xifoides y realizando la apertura de los finos planos de la
pared abdominal, hasta exponer las estructuras internas
(aproximadamente 3 cm). Se identificaron el higado, los epiplones, el
bazo y el estdmago. Se disecaron adherencias del epiplon o del bazo a
las paredes gastricas. Estas maniobras revelaron que la manipulacion de
los tejidos debia ser muy delicada a fin de evitar tracciones y desgarros.
Se localizo el estdmago por debajo del higado del cual hay que liberarlo
en la fijacion persistente que se produce entre la cara anterior gastrica
y el lébulo izquierdo hepatico que cubre en casi su totalidad al

estdmago, situacion bastante diferente a la anatomia del humano.
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» Cierre del paso al duodeno

Al traccionar suavemente de la parte mecdnica del estédmago, se
identificaron los vasos cortos, la parte quimica del estdmago y la region
antro-pildrica. Adyacente a esta ultima estructura se pudo localizar el
duodeno y tras una minima seccion del mesenterio intestinal se
procedid a realizar una ligadura doble del duodeno en la regidn
postpilérica con ligadura de seda de 2.0, que impidid el paso de los

alimentos a través de esta region anatémica.

» Creacion del tubo gdstrico

En la curvatura mayor del estdmago se selecciono el sitio tedrico en la
curvatura que representaba el inicio del tubo gastrico. Este sitio se
determiné que fuera en el limite de la parte mecanica de la quimica. Se
colocd una pinza hemostatica que marca el trayecto de la posterior
seccion del estdmago y la misma no se retird hasta empezada la sutura
del cierre. La seccion horizontal en el punto elegido de la curvatura
mayor debia realizarse en una extension no superior a un tercio de la
anchura gastrica, para evitar procesos de obstruccidon. Asi mismo, la
seccion se realizd con un solo movimiento oblicuo que limita la
manipulacién de los tejidos y el sangrado en dicha drea.
Posteriormente se movilizé el tubo gastrico resultante, comprobando
su descenso. Inmediatamente se procedié con el cierre de la pared
gastrica con seda 4.0 con sutura continua, a la par que se libera la pinza

hemostatica.
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» Anastomosis Gastroyeyunal

Midiendo aproximadamente 6 cm desde el angulo de Treitz, se eligio el
lugar para realizar la anastomosis al nuevo tubo gastrico. Se ejecutd la
anastomosis latero-lateral en la porcion mas caudal del nuevo tubo
gastrico mediante sutura continua de 6.0 monofilamento
irreabsorbible, para evitar la digestion de la sutura y que el cierre del
paso duodenal, perdurara durante el tiempo del estudio. El ancho de la
anastomosis fue de aproximadamente 5mm. Tras la anastomosis se fijo
el primer asa yeyunal a la cara anterior del cuerpo gastrico y se dejo
caer el asa en paralelo a fin de evitar posibles torsiones y
movilizaciones del asa. Esta ultima maniobra ademas se considero
como parte de la técnica antirreflujo del contenido biliar hacia el

estdmago.

» Cierre de la pared abdominal

Tras haber infundido suero en la cavidad peritoneal para reponer
liquidos, se recolocaron las asas en su disposicion original asi como el
resto de las estructuras. Antes de iniciar el cierre se colocé nuevamente
una dosis de anestésico local en planos profundos y superficiales de la
incision. El cierre fue realizado en dos planos, el primero muscular con
sutura continua de material reabsorbible de 2.0 y el segundo plano de
tegumentos con sutura continua intradérmica de monofilamento de
4.0. Se desinfecta la herida con solucidn alcohdlica y se deja sin cubrir.
A las ratas Wistar que sobrevivieron al procedimiento no se les realizod
extraccidon sanguinea alguna y fueron sacrificadas segun el protocolo del

SEA una vez cumplido el ciclo de vida util experimental.
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ESTUDIO DEL PASO DE LOS ALIMENTOS A TRAVES DEL TUBO-GASTRICO Y
LA ANASTOMOSIS Y DESCRIPCION DE CASO DE SUBOCLUSION
INTESTINAL

Imagen 1. Anatomia normal de la rata.
La flecha sefiala el paso de contenido a

través del duodeno.

Imagen 2. Corte Sagital en rata GK a la
que se le ha realizado la técnica de ED.
La flecha sefiala el paso de contenido a
través del estébmago tubulizado.
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Imagen 3.: A.-Corte Dorsal y B.- Corte Tranversal en rata GK a la que se le ha realizado la
técnica de ED. La flecha sefiala el estémago dilatado por el paso limitado a través de la
anastomosis gastro-jejunal. Imagen de sub-oclusion, detectado en la Fase 1 del estudio.

Imagen 4.: rata GK a la que se le ha realizado la intervencion de ED.
A.-Corte Dorsal en T1 se evidencia paso excluido por el duodeno (flecha 1) y paso a través

de la anostomosis gastroyeyunal (flecha 2)
B.- Corte Dorsal en T2 se observa paso normal al intestino y la disposicién en omega sin
alteraciones. La flecha sefiala el nivel de la anastomosis.
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1. VARIABLE ANTROPOMETRICA

EL PESO

Entre los objetivos del estudio se propuso valorar los efectos de la cirugia
sobre la masa corporal de los animales. La cirugia se planted en diferentes
momentos de la evolucién de la enfermedad y por lo tanto en diferentes
momentos del desarrollo y crecimiento de los animales. Vigilar
estrechamente el peso permitid establecer que los cambios metabdlicos
no han alterado el desarrollo de las ratas. En el Grafico 1 se refleja la
relacion lineal esperada entre la madurez de cada animal y el peso

esperado.

Grdfico 1. Relacion peso - tiempo. A mayor tiempo de madurez, mayor peso.
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ANALISIS DESCRIPTIVO DEL PESO
Las siguientes tablas reflejan el peso basal a las 8 semanas de vida y luego
el peso preoperatorio y postoperatorio, segun grupo de intervencion:

precoz, intermedio y tardio. Todas las tablas expresan valores en gramos.

GRUPO PRECOZ

Tabla 1. Descriptivo del peso en animales intervenidos a las 12 semanas del grupo
Sham.

PESO N Media SD Mediana Rango [min-Max]
BASAL 6 182,67 26,66 176,00 154 - 213
PREOPERATORIO 6 292,67 19,39 293,00 265-314
POSTOPERATORIO 6 356,83 21,18 365,50 325-381

SD: Desviacion Estdndar; Rango [min-Max]: valor mdximo y minimo del grupo.

Tabla 2. Descriptivo del peso en animales intervenidos a las 12 semanas del grupo de
Exclusion duodenal.

PESO N Media SD Mediana Rango [min-Max]
BASAL 6 225,83 16,65 226,50 207 - 254
PREOPERATORIO 6 296,17 14,07 295,50 278 — 315
POSTOPERATORIO 6 366,17 15,23 369,50 346 - 384

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

GRUPO INTERMEDIO

Tabla 3. Descriptivo del peso en animales intervenidos a las 16 semanas del grupo
Sham.

PESO N Media SD Mediana Rango [min-Max]
BASAL 6 205,67 10,88 207,00 195-214
PREOPERATORIO 6 312,67 23,80 307,00 290-353
POSTOPERATORIO 6 366,00 30,43 367,00 333-416

SD: Desviacidon Estandar; Rango [min-Max]: valor mdximo y minimo del grupo.
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Tabla 4. Descriptivo del peso en animales intervenidos a las 16 semanas del grupo de
Exclusion duodenal.

PESO N Media SD Mediana Rango [min-Max]
BASAL 6 193,33 12,23 197,00 175 - 206
PREOPERATORIO 6 389,88 14,15 327,00 321 -383
POSTOPERATORIO 6 388,67 23,98 388,50 360 - 416

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

GRUPO TARDIO

Tabla 5. Descriptivo del peso en animales intervenidos a las 20 semanas del grupo
Sham.

PESO N Media SD Mediana Rango [min-Max]
BASAL 6 224,50 13,75 225,00 208 —241
PREOPERATORIO 6 365,33 24,45 357,00 332-401
POSTOPERATORIO 6 402,67 25,10 397,00 379 - 446

SD: Desviacidon Estandar; Rango [min-Max]: valor mdximo y minimo del grupo.

Tabla 6. Descriptivo del peso en animales intervenidos a las 20 semanas del grupo de
Exclusion duodenal.

PESO N Media SD Mediana Rango [min-Max]
BASAL 6 193,17 12,38 193,50 175 - 206
PREOPERATORIO 6 323,00 41,61 324,50 275-378
POSTOPERATORIO 6 374,33 22,47 374,00 341 - 401

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

A continuacion se realizé la representacion grafica de los tres grupos
temporales incluyendo las medias de peso. En todos los grupos se
evidencia un segmento quebrado en la linea del peso. Esta variacion
sefala el momento puntual de pérdida de peso correspondiente al
perioperatorio y atribuible a los cambios en la dieta. Una vez superado
este periodo y reestablecidas las condiciones de alimentacidn habitual, las
ratas de ambos grupos recuperan su ritmo de crecimiento.
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ANALISIS ESTADISTICO DEL PESO
Se compard el peso en el postoperatorio de ambos grupos (Sham versus
Exclusion Duodenal) para evidenciar si una cirugia ha producido pérdida

de peso que fuera significativa.

Tabla 7. Peso postoperatorio. Contraste entre grupo Sham Versus Exclusion duodenal.

SHAM EXCLUSION DUODENAL
PESO N Media SD N Media SD p
BASAL 6 356,83 21,18 6 366,17 15,23 0,40
PREOPERATORIO 6 366,00 30,43 6 388,67 29,98 0,18
POSTOPERATORIO 6 402,67 25,10 6 374,33 22,47 0,06

SD: Desviacidn Estandar; p: <0,005

Al comparar ratas con cirugia falsa o control (Sham) con las ratas
intervenidas con procedimiento metabdlico (Exclusion Duodenal) se
observa que no existen diferencias estadisticas. Por lo tanto, variaciones

en la variable peso no pueden atribuirse a la cirugia.

2. VARIABLES BIOQUIMICAS

2.1 LA GLUCEMIA

El principal efecto esperado de la cirugia de Exclusién Duodenal fue lograr
cambios en los niveles de glucemia. Por esta razén la glucemia fue medida
en ayunas (Glucemia Basal en Ayunas — GBA) y después de Sobrecarga
Oral de Glucosa (SOG). En el caso de las ratas GK, la SOG es el elemento
que mejor demuestra los cambios a nivel del control glucidico, sobre todo
a los 60 minutos después de la ingesta. De ahi que el valor a los 60
minutos es referencia.
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ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA GLUCEMIA — VALORES PRE-OPERATORIOS
Las siguientes tablas y graficos reflejan la glucemia en el preoperatorio de
las 36 ratas segun el grupo de intervencién: precoz, intermedio y tardio.

Todas las tablas expresan valores en mg/dl.

GRUPO PRECOZ

Tabla 8. Descriptivo de glucemia preoperatoria en animales intervenidos a las 12
semanas. Valores para Sham y Exclusién Duodenal.

GLUCEMIAS N Media SD Rango [min-Max]
GBA 12 118,75 6,99 105 — 132
SOG 10 minutos = 12 = 262,42 66,64 184 — 387
30 minutos =~ 12 42592 57,06 308 - 508
60 minutos 12 55,67 414 - 563
120 minutos =~ 12 362,08 = 60,28 270 - 435

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Gréfico 5. Glucemias medias del grupo cirugia precoz en el preoperatorio a las 12
semanas de vida.
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Tiempo de medicion: GBA y tras SOG.

En este grupo se observo una distribucion homogénea entre las 12 ratas y
se demostraron niveles elevados de glucemia preoperatoria, con un valor
medio a los 60 minutos tras SOG de 483 mg/dlI.
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GRUPO INTERMEDIO
Tabla 9. Descriptivo de glucemia preoperatoria en animales intervenidos a las 16
semanas. Valores para Sham y Exclusién Duodenal.

GLUCEMIAS N Media SD Rango [min-Max]
GBA 12 157,69 165,83 96 —-128
SOG 10 minutos 12 264,69 136,68 159 -272
30 minutos 12 377,69 109,45 243 — 449
60 minutos = 12 82,51 364 — 505
120 minutos 12 427,02 107,16 314 - 540

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Gréfico 6. Glucemias medias del grupo cirugia intermedia en el preoperatorio a las 16
semanas de vida.
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Tiempo de medicién: GBA y tras SOG.

En el grupo de cirugia intermedia se evidencié una distribucion
homogénea entre las 12 ratas y se observaron niveles elevados de
glucemia preoperatoria, con un valor medio a los 60 minutos tras SOG de
460,86 mg/dI.
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GRUPO TARDIO.

Tabla 10. Descriptivo de glucemia preoperatoria en animales intervenidos a las 20
semanas. Valores para Sham y Exclusién Duodenal.

GLUCEMIAS N Media SD Rango [min-Max]
GBA 12 113,58 7,60 97 -125
SOG 10 minutos 12 255,75 51,03 181 —362
30 minutos 12 408,25 55,71 319-490
60 minutos 12 55,88 400 - 569
120 minutos 12 422,58 45,06 330-492

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Gréfico 7. Glucemias medias del grupo cirugia tardia en el preoperatorio a las 20
semanas de vida.
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En el grupo de cirugia tardia la distribucién de los casos fue homogénea y
se observaron niveles elevados de glucemia preoperatoria, con un valor
medio a los 60 minutos tras SOG de 483,17 mg/dl.
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ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA GLUCEMIA — VALORES POST-OPERATORIOS

Las siguientes tablas reflejan la glucemia en el postoperatorio de las 36
ratas segun el grupo de intervencidn: precoz, intermedio y tardio. Ademas,
se clasifican también segun si fueron sometidas a cirugia falsa (Sham —
control) versus cirugia de Exclusion Duodenal como procedimiento

metabdlico. Todas las tablas expresan valores en mg/dl.
GRUPO PRECOZ

Tabla 11. Descriptivo de glucemia postoperatoria en ratas Sham. Valores de muestras
recogidas a las 20 semanas de vida, 8 semanas después de la cirugia.

GLUCEMIAS N Media SD Rango [min-Max]
GBA 6 114,66 6,56 102 - 120
SOG 10 minutos 6 194,50 39,93 166 - 263
30 minutos 6 332,50 @ 48,12 269 - 395
60 minutos 6 58,29 405 - 545
120 minutos =~ 6 | 413,50 = 50,28 346 - 470

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Tabla 12. Descriptivo de glucemia postoperatoria en ratas con ED. Valores de muestras
recogidas a las 20 semanas de vida, 8 semanas después de la cirugia.

GLUCEMIAS N Media SD Rango [min-Max]
GBA 6 106,50 6,71 98 - 116
SOG 10 minutos 6 161,83 19,79 139-182
30 minutos 6 255,00 33,57 214 - 289
60 minutos 6 34,94 283 - 375
120 minutos 6 245,16 30,84 201 - 280

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Después de cirugia las ratas SHAM presentaron glucemia media a los 60
minutos de SOG de 474,83 mg/dl y las ratas con EXCLUSION DUODENAL
mostraron una glucemia media a los 60 minutos de 317,66 mg/dl.
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Grafico 8. Glucemias medias del GRUPO CIRUGIA PRECOZ en el postoperatorio. Sham
versus Exclusiéon Duodenal.
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Tabla 13. Descriptivo de glucemia postoperatoria en ratas Sham. Valores de muestras
recogidas a las 24 semanas de vida, 8 semanas después de la cirugia.

GLUCEMIAS

GBA

SOG

10 minutos
30 minutos
60 minutos

120 minutos

o oo o o =

6

Media
117,16
246,16
361,16

560,16

499,00

SD
7,73
64,22
36,18
94,90
79,80

Rango [min-Max]
107 -126
145 - 347
319-414
432 - 666
403 - 592

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.
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Tabla 14. Descriptivo de glucemia postoperatoria en ratas con ED. Valores de muestras
recogidas a las 24 semanas de vida, 8 semanas después de la cirugia.

GLUCEMIAS
GBA

N

6

SOG 10 minutos 6
30 minutos 6

6

60 minutos

120 minutos 6

Media
103,33
212,83
326,50

355,33

255,33

SD
6,18
58,46
72,19
54,00
63,60

Rango [min-Max]

101-115
140-316
223 -412
290 - 408
178 - 364

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Después de cirugia las ratas SHAM presentaron glucemia media a los 60
minutos de SOG de 560,16 mg/dl y las ratas con EXCLUSION DUODENAL
mostraron una glucemia media a los 60 minutos de 355,33 mg/dl.

Grafico 9. Glucemias medias del GRUPO CIRUGIA INTERMEDIA en el postoperatorio.
Sham versus Exclusion Duodenal.

600

500

400

300

200

Glucemia media en mg/dl.

100

GBA

10

30

~—
N\

60’

120

Tiempo de medicion: GBA y tras SOG.
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GRUPO TARDIO
Tabla 15. Descriptivo de glucemia postoperatoria en ratas Sham. Valores de muestras
recogidas a las 28 semanas de vida, 8 semanas después de la cirugia.

GLUCEMIAS N Media SD Rango [min-Max]
GBA 6 123,66 10,74 114-144
SOG 10 minutos 6 328,33 42,38 290-411
30 minutos 6 403,83 49,49 346 - 487
60 minutos 6 104,47 432 - 666
120 minutos 6 435,50 59,30 369-521

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Tabla 16. Descriptivo de glucemia postoperatoria en ratas con ED. Valores de muestras
recogidas a las 28 semanas de vida, 8 semanas después de la cirugia.

GLUCEMIAS N Media SD Rango [min-Max]
GBA 6 110,16 = 2,85 106 — 114
SOG 10 minutos 6 255,00 31,91 219-294
30 minutos 6 329,33 28,71 307 - 384
60 minutos 6 32,54 303-381
120 minutos 6 310,33 = 40,47 263 - 362

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Después de cirugia las ratas SHAM presentaron glucemia media a los 60
minutos de SOG de 534,16 mg/dl y las ratas con EXCLUSION DUODENAL
mostraron una glucemia media a los 60 minutos de 345,33 mg/dl.
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Grafico 10. Glucemias medias del GRUPO CIRUGIA TARDIA en el postoperatorio. Sham
versus Exclusién Duodenal.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA GLUCEMIA — INTERGRUPOS: SHAM VERSUS
EXCLUSION DUODENAL.
Se compararon los valores de glucemia en el postoperatorio de ambos

grupos (Sham versus Exclusion Duodenal) para evidenciar si los cambios

postcirugia tenian significancia estadistica. Valores glucemia en mg/dl.

Tabla 17. Glucemia postoperatoria en GRUPO CIRUGIA PRECOZ. Contraste de variables
intergrupos: Sham Versus Exclusién duodenal.

SHAM EXCLUSION DUODENAL
GLUCEMIAS N Media SD N Media SD p
GBA 6 114,66 6,56 6 106,50 6,71 0,937
SOG 10 minutos 6 194,50 39,93 6 161,83 19,79 0,394
30 minutos 6 332,50 @ 48,12 6 255,00 33,57 0,015
60 minutos 6 | 474,83 58,29 6 317,66 34,94 0,002
120 minutos 6 | 413,50 50,28 6 @ 245,16 30,84 0,002

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;

p:<0,005
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En la tabla anterior se refleja una diferencia significativa entre las ratas
Sham y con ED intervenidas de forma precoz. Las ratas con exclusion
muestran valores de recuperaciéon de la hiperglucemia, que son mas

evidentes a los 30, 60 y 120 minutos posteriores a la SOG.

Tabla 18. Glucemia postoperatoria en GRUPO CIRUGIA INTERMEDIA. Contraste de
variables intergrupos: Sham Versus Exclusidon duodenal.

SHAM EXCLUSION DUODENAL
GLUCEMIAS N Media SD N Media SD
GBA 6 117,16 7,73 6 103,33 6,18 0,240
SOG 10 minutos 6 246,16 64,22 6 212,83 58,46 0,699
30 minutos 6 361,16 36,18 6 326,50 72,19 0,699
60 minutos 6 560,16 94,90 6 355,33 54,00 0,002
120 minutos 6 499,00 79,80 6 255,33 63,60 0,002

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;
p:<0,005

El contraste de variables entre ratas Sham y ratas con ED intervenidas a
tiempo intermedio muestra valores de recuperacion de la hiperglucemia a
favor de las ratas con ED, que son mas evidentes a los 60 y a los 120

minutos posteriores a la SOG.

Tabla 19. Glucemia postoperatoria en GRUPO CIRUGIA TARDIA. Contraste de variables
intergrupos: Sham Versus Exclusién duodenal.

SHAM EXCLUSION DUODENAL
GLUCEMIAS N Media SD N Media SD )
GBA 6 123,66 10,74 110,16 2,85 0,699
SOG 10 minutos 6 328,33 42,38 6 255,00 31,91 0,009
30 minutos 6 403,83 49,49 6 | 329,33 28,71 0,015
60 minutos 6 | 534,16 | 10447 | 6 | 345,33 32,54 0,002
120 minutos 6 435,50 59,30 6 310,33 40,47 0,015

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacién Estandar;

p:<0,005
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En las ratas intervenidas de forma tardia, se evidencia una recuperacién
de los valores de glucemia a favor de las ratas con ED que son valores
estadisticamente significativos en especial a los 10, 30, 60 y 120 minutos

posteriores a SOG.

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS GLUCEMIAS INTERGRUPOS: TIEMPO DE
CIRUGIA: PRECOZ — INTERMEDIA — TARDIA, EN EL GRUPO DE ED.

Como la glucemia disminuye a expensas de las ratas con ED, se decidio
realizar comparaciones exclusivamente en este grupo. En primer lugar se
compararon las curvas de glucemias de los 3 grupos temporales.

Gréfico 11. Glucemias de los tres grupos temporales en el postoperatorio.
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Tiempo de medicion: GBA vy tras SOG.

Intervevencioén precoz a las 12 semanas de vida.
_._._ Intervencidn intermedia a las 16 semanas de vida.
——————— Intervencion tardia a las 20 semanas de vida.

Se evidencia una mejoria mayor en las ratas intervenidas a las 12 semanas
de vida en comparacién con las operadas a las 20 semanas de vida. Para
valorar si estos cambios son significativos se aplicé variable de contraste

intergrupos. Valores de glucemia expresados en mg/dl.
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Tabla 19. Glucemia postoperatoria. Contraste de variables intergrupos, comparacion
de glucemias medias de las ratas con exclusidon duodenal en los grupos temporales:

GLUCEMIA N PRECOZ INTERMEDIA TARDIA P
GBA 18 106,50 103,33 110,16 0,118
SOG 10 minutos 18 161,83 212,83 255,00 0,007

30 minutos 18 255,00 326,50 329,33 0,023
60 minutos 18 317,66 355,33 345,33 0,342
120 minutos 18 245,16 255,33 310,33 0,040

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; p:<0,005

Las diferencias entre las ratas operadas con ED en los diferentes grupos
temporales son significativas a los 10, 30 y 120 minutos posteriores a SOG.

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS GLUCEMIAS INTRAGRUPO: ANTES Y
DESPUES DE CIRUGIA EN EL GRUPO CON EXCLUSION DUODENAL.

Se compararon las curvas de glucemias antes y después de Exclusidn
Duodenal. Valores de glucemia expresados en mg/dl.

Tabla 19. Glucemia postoperatoria. Contraste de variables intergrupos, comparacién
de glucemias medias de las ratas con exclusidon duodenal en los grupos temporales:

GBA PREOPERATORIA 18 147,24 133,948 0,022
POSTOPERATORIA 18 108,33 5,412

SOG 10 minutos Preop 18 274,02 115,455 0,048
10 minutos Postop 18 209,89 54,373
30 minutos Preop 18 424,02 94,184 0,001
30 minutos Postop 18 303,61 57,961
60 minutos Preop 18 483,18 71,073 0,001
60 minutos Postop 18 339,44 42,393
120 minutos Preop 18 414,90 84,319 0,001
120 minutos Postop 18 270,28 53,096

GBA: Glucosa Basal en Ayunas; SOG: Sobrecarga Oral de Glucosa; SD: Desviacion Estandar;
p:<0,005.

Existe significancia estadistica en las ratas con ED antes y después de
cirugia; en especial a los 10, 30 y 120 minutos posteriores a SOG.
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2. VARIABLES BIOQUIMICAS

2.2 ESTUDIO HORMONAL

Ademas de valorar los cambios que generd la Exclusién Duodenal en la
glucemia, se planted estudiar cudles hormonas de las habituales que se
describen en el metabolismo glucidico han podido influir en los cambios.

Se estudiaron 6 variables hormonales que se describen a continuacion.

ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS VARIABLES HORMONALES.
Se compararon valores en el preoperatorio tanto para ratas con cirugia
simulada como con Exclusion Duodenal, en los diferentes grupos

temporales. Valores hormonales expresados en pg/ml.

GRUPO PRECOZ

Tabla 20. Valores hormonales preoperatorios en ratas Sham y en ratas con Exclusién
Duodenal, intervenidas de forma precoz a las 12 semanas de vida.

HORMONA N Media SD Mediana Rango [min-Max]
PEPTIDOC 12 853,26 183,42 907,34 531,06 - 1093
GIP 12 230,26 84,16 207,12 116,93 - 381,43
GLP-1 12 69,12 38,22 78,72 0,0-114,96
GLUCAGON 12 58,37 25,56 50,69 14,29 - 92,23
INSULINA 12 993,42 331,77 920,95 643,93 - 1666
PYY 12 61,64 40,48 48,12 24,45 - 133,38

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.
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Tabla 21. Valores hormonales postoperatorios en ratas Sham y en ratas con Exclusion

Duodenal, intervenidas de forma precoz a las 12 semanas de vida.
Mediana

HORMONA N

PEPTIDOC 12
GIP 12
GLP-1 12
GLUCAGON 12
INSULINA 12
PYY 12

Media
786,94
136,40
105,61
43,04
542,87

32,04

SD
345,87
62,03
32,51
16,35
316,51
20,51

847,06
117,95
105,79
40,81
410,18
33,38

Rango [min-Max]
132,49 - 1408
62,49 - 280,51
56,42 - 161,60
18,85 - 68,37
256,50 - 1330
17,00 - 73,48

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

GRUPO INTERMEDIO

Tabla 22. Valores hormonales preoperatorios en ratas Sham y en ratas con Exclusién
Duodenal, intervenidas en cirugia intermedia a las 16 semanas de vida.

HORMONA N
PEPTIDOC 12

GIP 12
GLP-1 12
GLUCAGON 1
INSULINA 12
PYY 12

Media
694,78
193,60
160,80
58,73
485,18
73,10

SD
238 5
101,99
70,06
40,03
364,63
149,07

Mediana

701,32
150,29
S0
49,40
384,16
27,75

Rango [min-Max]
502,99 - 973,06
97,10 - 388,06
91,35 - 346,56
20,92 -157,83

70,73 - 1541
24,00 - 540,41

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Tabla 23. Valores hormonales postoperatorios en ratas Sham y en ratas con Exclusion
Duodenal, intervenidas en cirugia intermedia a las 16 semanas de vida.

HORMONA N

PEPTIDOC 12
GIP 12
GLP-1 12
GLUCAGON 12
INSULINA 12
PYY 12

Media
581,54
196,04
164,00

74,84
603,13

52,14

SD
143,29
72,41
43,63
29,89
320,64
45,59

Mediana

605,25
204,09
148,20
66,90
517,13
38,33

Rango [min-Max]
318,31 - 838,90
92,90 - 325,65
95,74 - 231,30
46,65 - 153,82
130,01 -1077
34,00 - 140,28

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.
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GRUPO TARDIO

Tabla 24. Valores hormonales preoperatorios en ratas Sham y en ratas con Exclusion

Duodenal, intervenidas de forma tardia a las 20 semanas de vida.
Mediana

HORMONA N

PEPTIDOC 12
GIP 12
GLP-1 12
GLUCAGON 12
INSULINA 12
PYY 12

Media
569,10
151,87
121,10
46,08
785,74
30,45

SD
77,89
62,76
35,55
16,45

204,12
14,73

585,37
134,87
110,72
44,42
778,32
23,74

Rango [min-Max]
433,49 - 716,60
78,03 - 271,96
81,52 - 208,02
20,06 - 76,01
462,46 - 1191,00
11,06 - 61,39

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Tabla 25. Valores hormonales postoperatorios en ratas Sham y en ratas con Exclusion

Duodenal, intervenidas de forma tardia a las 20 semanas de vida.
Mediana

HORMONA N
PEPTIDOC 12

GIP 12
GLP-1 12
GLUCAGON 1
INSULINA 12
PYY 12

Media
553,39
149,81
157,88
52489
618,71
42,07

SD
311,24
5859
43,90
17,38
348,33
23,92

465,52
142,32
169,50
48,49
434,24
37,26

Rango [min-Max]
213,33 - 1472
49,86 - 247,28
81,52 -223,84

31,47 -85
289,29 - 1440
10,06 - 76,05

SD: Desviacidn Estandar; Rango [min-Max]: valor maximo y minimo del grupo.

Se realizd6 una comparativa entre el grupo de cirugia simulada (Sham-

control) y el grupo de Exclusién duodenal después de la cirugia

(postoperatorio). A grandes rasgos se observaron cambios entre ambos

grupos. Dichos cambios se valoran para cada variable en los siguientes

graficos. Valores en todas las mediciones reflejadas en pg/ml.
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Grafico 12. PEPTIDO C. Valores medios en el postoperatorio. Comparativa Sham versus
Exclusiéon Duodenal, en los tres grupos temporales.
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Grafico 14. GLP-1. Valores medios en el postoperatorio. Comparativa Sham versus
Exclusiéon Duodenal, en los tres grupos temporales.
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Grafico 15. GLUCAGON. Valores medios en el postoperatorio. Comparativa Sham
versus Exclusion Duodenal, en los tres grupos temporales.
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Grafico 16. INSULINA. Valores medios en el postoperatorio. Comparativa Sham versus
Exclusion Duodenal, en los tres grupos temporales.
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Grafico 17. PYY. Valores medios en el postoperatorio. Comparativa Sham versus
Exclusion Duodenal, en los tres grupos temporales.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LAS VARIABLES HORMONALES -
INTERGRUPOS: SHAM VERSUS EXCLUSION DUODENAL.

Se compararon los valores de las diferentes hormonas durante el
postoperatorio de ambos grupos (Sham versus Exclusion Duodenal) para
evidenciar si los cambios observados previamente son estadisticamente

significativos. Valores hormonales expresados en pg/ml.

GRUPO PRECOZ

Tabla 26. Valores hormonales postoperatorios en el grupo de cirugia precoz. Contraste
de variables intergrupos: Sham Versus Exclusién duodenal.

HORMONA RATA N Media SD p

PEPTIDOC Sham 6 732,89 433,92 0,61
Exclusion 6 840,99 260,55

GIP Sham 6 112,39 45,44 0,19
Exclusion 6 160,42 70,83

GLP-1 Sham 6 82,32 21,44 0,005
Exclusion 6 128,91 23,75

GLUCAGON Sham 6 40,88 21,17 0,67
Exclusion 6 45,20 11,35

INSULINA Sham 6 746,28 343,15 0,033
Exclusion 6 339,47 57,83

PYY Sham 6 32,89 24,44 0,88
Exclusion 6 31,19 18,07

SD: Desviacion Estandar; p:<0,005.

Realizar cirugia metabdlica de forma precoz a las 12 semanas de vida puso
en evidencia cambios estadisticamente significativos en dos variables:

1. GLP-1: aumentan los valores de GLP-1 en las ratas con ED en
comparacion con las ratas Sham.

2. La insulina: la hiperinsulinemia de base disminuye de forma importante

en las ratas sometidas a ED frente a las Sham.
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GRUPO INTERMEDIO

Tabla 27. Valores hormonales postoperatorios en el grupo de cirugia intermedia.
Contraste de variables intergrupos: Sham Versus Exclusion duodenal.

HORMONA RATA N Media SD p

PEPTIDO C Sham 6 639,52 132,31 0,17
Exclusion 6 523,55 139,99

GIP Sham 6 188,02 66,98 0,72
Exclusion 6 204,06 83,02

GLP-1 Sham 6 145,10 35,18 0,14
Exclusion 6 182,89 45,76

GLUCAGON Sham 6 54,10 6,51 0,008
Exclusion 6 95,58 29,85

INSULINA Sham 6 876,34 185,36 0,001
Exclusion 6 329,92 112,66

PYY Sham 6 17,82 15,37 0,006
Exclusion 6 86,46 38,84

SD: Desviacidn Estandar; p:<0,005.

En el grupo de cirugia intermedia se evidencian valores estadisticamente
significativos en tres variables:

1. Glucagon: se evidencia aumento de esta hormona en el grupo de ED.

2. Insulina: nuevamente se observa disminucion de la insulinemia en ratas
ED frente a la Sham.

3. PYY: los valores de péptido YY son mayores en el grupo de ED que en el

grupo control.

*En este grupo intermedio se puede apreciar aumento del GLP-1 en las

ratas ED, pero dicho aumento no es estadisticamente significativo.
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GRUPO TARDIO
Tabla 28. Valores hormonales postoperatorios en el grupo tardio. Contraste de
variables intergrupos: Sham Versus Exclusidon duodenal.

HORMONA RATA N Media SD p

PEPTIDO C Sham 6 442,45 46,66 0,23
Exclusién 6 664,34 425,92

GIP Sham 6 144,50 58,51 0,74
Exclusion 6 155,12 53,17

GLP-1 Sham 6 140,43 55,42 0,19
Exclusion 6 175,33 20,91

GLUCAGON Sham 6 41,28 8,70 0,025
Exclusién 6 63,31 17,25

INSULINA Sham 6 862,87 345,56 0,007
Exclusion 6 374,56 66,84

PYY Sham 6 60,00 18,44 0,003
Exclusion 6 24,15 12,15

SD: Desviacién Estandar; p:<0,005.

Realizar la intervencién quirurgica de forma tardia a las 20 semanas de
vida mostré valores estadisticamente significativos en las siguientes
hormonas:

1. Glucagodn: se evidencia aumento del glucagdn en el grupo de ED con
respecto al grupo Sham.

2. Insulina: nuevamente se observa disminucion de la insulinemia en ratas
ED y como en los grupos temporales anteriores esta diferencia es
importante.

3. PYY: en el grupo de cirugia tardia los valores de péptido YY son mayores

en el grupo Sham en relacion a las ratas con ED.

*En el grupo de cirugia tardia también se observa un discreto aumento del

GLP-1, el cual no es estadisticamente significativo.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LAS VARIABLES HORMONALES -
INTRAGRUPOS: PREOPERATORIO VERSUS POSTOPERATORIO.

Para las variables que mostraron significancia estadistica se realiza una
comparativa de antes y después dentro de su mismo grupo (Sham versus

ED) y en cada grupo temporal.

GRUPO PRECOZ

Tabla 29. Valores de insulina y GLP-1, Sham y Exclusién Duodenal en el grupo precoz.
Contraste de variables intragrupos: preoperatorio versus postoperatorio.

HORMONA N Media SD o]
SHAM  INSULINA Preoperatoria 6  1069,27 46522 NS
Postoperatoria 6 746,28 343,15
GLP-1 Preoperatoria 6 77,12 43,15 NS
Postoperatoria 6 82,32 21,44
ED INSULINA Preoperatoria 6 917,56 109,19 0,001
Postoperatoria 6 339,47 57,83
GLP-1 Preoperatoria 6 61,12 34,62 0,013
Postoperatoria 6 128,91 23,75

SD: Desviacidn Estandar; NS: no significativo; p:<0,005.

En la tabla previa se evidencia que los cambios de la insulina y en GLP-1
son significativos del preoperatorio frente al postoperatorio

exclusivamente en las ratas sometidas a ED.
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GRUPO INTERMEDIO

Tabla 30. Valores de insulina y GLP-1, Sham y Exclusién Duodenal en el grupo

intermedio. Contraste de variables intragrupos: preoperatorio versus postoperatorio.

HORMONA N Media

SHAM INSULINA Preoperatoria 6 673,91
Postoperatoria 6 876,34

GLUCAGON  Preoperatoria 6 32,90
Postoperatoria 6 54,10

PYY Preoperatoria 6 20,16
Postoperatoria 6 17,82

ED INSULINA Preoperatoria 6 296,46
Postoperatoria 6 329,92

GLUCAGON  Preoperatoria 6 84,55
Postoperatoria 6 | 95,58

PYY | Preoperatoria 6 126,04
\?o;tabé}ato;ia ¥ .46 | 86,4%3

SD: Desviacion Esténdar; NS: no significativo; p:<O,OE)5.7

)
439,48
185,36

12,87
6,51
18,33
15,37
117,82
112,66
41,95
‘AULE T
38,84

p
NS

NS

NS

NS

NS

NS

En la comparativa pre y postoperatorio en la cirugia realizada en tiempo

intermedio (16 semanas) no se evidencian diferencias significativas en

ninguno de los grupos.
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GRUPO TARDIO

Tabla 31. Valores de insulina y GLP-1, Sham y Exclusién Duodenal en el grupo tardio.
Contraste de variables intragrupos: preoperatorio versus postoperatorio.

HORMONA N Media SD p
SHAM INSULINA Preoperatoria 6 811,21 168,33 NS

Postoperatoria 6 862,87 345,56

GLUCAGON  Preoperatoria 6 54,16 16,98 NS
Postoperatoria 6 41,28 8,7

PYY Preoperatoria 6 39,20 14,40 0,003
Postoperatoria 6 60,00 18,44

ED INSULINA Preoperatoria 6 760,28 248,55 0,009

Postoperatoria 6 374,56 66,84

GLUCAGON  Preoperatoria 6 38,01 12,27 0,05
Postoperatoria 6 63,31 17,25

PYY Preoperatoria 6 21,70 9,26 NS
Postoperatoria 6 24,15 12,15

SD: Desviacidn Estandar; NS: no significativo; p:<0,005.

En las ratas se operadas de forma tardia se evidencia significacion
estadistica en tres variables:

1. La insulina: disminuye considerablemente en el grupo ED en
comparacion con las ratas Sham donde aumenta levemente.

2. El glucagdn: persiste elevado en el grupo de exclusion.

3. El PYY: que muestra elevacion importante en el grupo Sham, en
comparacion a las ratas con ED, y contrariamente a la tendencia en los

anteriores grupos temporales.
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2. VARIABLES BIOQUIMICAS

2.3 EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL a

Con la intencién de evidenciar si la Exclusién Duodenal tenia la capacidad
de influir en la respuesta inflamatoria que sucede al dafio funcional de la
célula B, se realizd medicion de uno de los marcadores mas utilizados en
este campo: el Factor de Necrosis Tumoral a (TNFa.) Valores expresados

en pg/ml.
ANALISIS DESCRIPTIVO

Tabla 32. Factor de Necrosis Tumoral a en ratas Sham y ratas con Exclusiéon Duodenal
en el grupo de cirugia precoz.

SHAM ED
TNFa N Media SD Media SD
PREOPERATORIO 6 0.0 0.0 0.0 0.0
POSTOPERATORIO 6 2,48 3,03 0.0 0.0

Tabla 33. Factor de Necrosis Tumoral a en ratas Sham y ratas con Exclusion Duodenal
en el grupo de cirugia intermedia.

SHAM ED
TNFa N Media SD Media SD
PREOPERATORIO 6 5,06 4,24 4,67 3,75
POSTOPERATORIO 6 5,35 4,28 2,62 3,59

Tabla 34. Factor de Necrosis Tumoral a en ratas Sham y ratas con Exclusiéon Duodenal
en el grupo de cirugia tardia.

SHAM ED
TNFa N Media SD Media SD
PREOPERATORIO 6 6,19 2,69 6,72 1,65
POSTOPERATORIO 6 6,69 3,86 2,97 2,92
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Grafico 18. TNFa. Valores medios pre y postoperatorios. Comparativa Sham versus
Exclusion Duodenal, en los tres grupos temporales.
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En los graficos previos se evidenciaron diferencias entre las ratas con
cirugia Sham en comparacion con las ratas operadas con ED. Se aplico test
de contraste para valorar dichas diferencias. Los resultados se muestran a

continuacion.

Tabla 35. TNF a en ratas Sham y ratas con Exclusién Duodenal comparacién intragrupo
antes y después de cirugia.

Preoperatorio Postoperatorio

Media Media p Cambio
PRECOZ SHAM 0 2,48 0,001 Aumenta inflamacién de
forma signficativa.
ED 0 0 0 No cambios.
INTERMEDIA SHAM 5,06 4,67 0,44 Minimo cambio sin
significancia.
ED 5,35 2,62 0,01 Disminuye inflamacion con
significado estadistico.
TARDIA SHAM 6,19 6,72 0,06 Aumenta inflamaciény se
acerca a la significancia.
ED 6,69 2,97 0,08 Disminuye inflamacion y se

acerca a la significancia.
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De la tabla anterior se concluye que:

1. A medida que la rata avanza en su desarrollo, la presencia de TNFa en el
suero es mas evidente. Asi pues en las ratas con 12 semanas de vida, tanto
Sham como con Exclusion Duodenal, no se detecta TNFa en el suero pero

a medida que la rata madura, la inflamacidn se hace mas evidente.

2. Después de cirugia, las ratas con Exclusion Duodenal mejoran su estado
inflamatorio basal, siendo esta mejora mas evidente en las ratas
intervenidas de forma precoz que las intervenidas tardiamente. Se calcula
el riesgo de presentar inflamacidon en relacién al tipo de cirugia, con el

siguiente resultado:

Tabla 36. Riesgo Relativo de presentar inflamacién segin marcador de TNF a. Ratas
Sham versus Exclusion Duodenal comparacién intergrupo antes y después de cirugia.

En la estimacidon del Riesgo relativo de presentar inflamacion se observa
que las ratas con cirugia simulada (Sham) tienen 4 veces mas riesgo de
presentar inflamacién en comparacion con las ratas que han sido
sometidas a intervencion con ED. En el intervalo de confianza del 95% no

se incluye la unidad, por lo que se considera a la ED como factor protector.
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3. VARIABLES HISTOLOGICAS

CORTES DESCRIPTIVOS

1. HIGADO: se muestran cortes hepaticos a diferentes ampliaciones de la
lente de MO. En estos cortes se observa el higado de rata GK Sham del
grupo tardio (ratas diabéticas en progresién) para demostrar la ausencia
de esteatosis.

TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA
Higado de la rata GK a las 28 semanas de vida.

- . g 0

Figura 1. Vision al MO con lente 2X del Figura 2. Espacio Porta visible con lente 4X. Figura 3. Vision al MO con lente 10X.

parénquima hepatico. No evidencia de esteatosis en la rata diabética Hepatocitos de aspecto normal.
no asociada a obesidad

2. PANCREAS: se muestran cortes pancreaticos a diferentes ampliaciones
en la misma rata GK Sham del grupo tardio. En estos cortes se evidencia la
infiltracion linfocitaria que acompaia a la progresion de la diabetes.

PANCREAS DE RATA CON SHAM OPERADA A LAS 20 SEMANAS DE VIDA
HEMATOXILINA- EOSINA CON MO DE 4X
INFILTRACION LINFOCITARIA
PANCREAS DE RATA AUN DIABETICA CON AREAS EXTENSAN DE INFLAMACION
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7

CORTES EXPLICATIVOS A NIVEL DEL PANCREAS

Diferentes tipos de tincidn en los cortes pancredticos para poner en

evidencia los cambios entre las ratas Sham (con DM2 en progresién) en

tas con ED (con DM2 en remisién).
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RATA SHAM DEL GRUPO PRECOZ
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7

RATA CON EXLUSION DUODENAL DEL GRUPO PRECOZ
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RATA SHAM DEL GRUPO INTERMEDIO
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7

RATA CON EXCLUSION DUODENAL DEL GRUPO INTERMEDIO
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RATA SHAM DEL GRUPO TARDIO
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RATA CON EXCLUSION DUODENAL DEL GRUPO TARDIO
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SHAM VERSUS ED EN TINCION H.E. — CORTES CON DIFERENTES AUMENTO.

7z

EVOLUCION DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS EN LOS TRES TIEMPOS
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7

RATAS CON ED EN INMUNOTINCION — CORTES CON DIFERENTES AUMENTO.

7z

EVOLUCION DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS EN LOS TRES TIEMPOS
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DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los primeros investigadores en lanzar una declaracion atrevida en
cuanto a la DM2 y su relacién con la cirugia fue el Dr. Pories a principios de
la década de los 90,(9;300) y desde entonces sigue siendo un motivo de
discusidon entre cirujanos, endocrindlogos y expertos en ciencias basicas.
No obstante, debieron de pasar mas de 25 ainos para que esta idea cuajara
en la comunidad cientifica. Es decir, lo que se descubrié por casualidad,
luego fue motivo de intensos estudios aplicando el método cientifico a fin
de demostrar por qué los pacientes con DM2 sometidos a cirugia
gastrointestinal mejoran su condicion sin que de ello dependa de una
pérdida de peso previa. De hecho, la mayoria de los pacientes son dados

de alta ya del hospital sin necesidad de insulina.

En el marco tedrico se han expuesto varios estudios realizados en los
ultimos afnos que concluyen que la cirugia bariatrica mejora eficazmente la
diabetes.(131;182;185;186;301;302) Los elementos mas discutidos son el
efecto de las incretinas, los cambios morfoldgicos en la mucosa intestinal,
la via de la neoglucogénesis hepatica e intestinal, la disfuncidén y apoptosis
de células B debido a glucotoxicidad y factores asociados a ambiente y
gendmica. Lo que queda claro del estudio de esta diversidad de
fendmenos es que la diabetes es un estado al que se llega tras la
alteraciéon de multiples mecanismos con lo que, pensar que una sola
molécula o un evento aislado pueda resolverla es una realidad lejana a los

datos actuales.

El metanalisis de Buchwald en 2004(131) abrié la puerta de forma amplia
con un meta-anadlisis que informa del seguimiento de 3.188 pacientes

diabéticos intervenidos de cirugia bariatrica en los que encontraron una

- 297 -



tasa de resolucion de 83,7% con bypass gastrico en Y de Roux
laparoscépico, el 98,9% después de derivacién biliopancreatica y el 47,9%
después de la banda gastrica ajustable. Sin duda, los nimeros que se han
publicado posteriormente y los consensos que se han establecido entre
los expertos del tema,(33) han logrado fortalecer la evidencia de que la
cirugia metabdlica debe proponerse a sujetos diabéticos con obesidad
morbida. No obstante, la cirugia metabdlica disefiada para pacientes sin
obesidad sigue siendo un campo del area experimental. Los trabajos en
animales aun tienen mucha informacién que aportar en tanto los ensayos

clinicos en humanos empiezan a tomar relevancia.

En esta linea WJ Lee y su grupo de investigacion informaron en 2012(269)
de un estudio multicéntrico, donde compararon 200 pacientes con DM2,
172 fueron sometidos a bypass gastrico, 24 a gastrectomia vertical y los
otros 4 a bandas ajustables. Un aino después de la cirugia, el IMC
promedio se redujo de 28,5 + 3,0 a 23,4 + 2,3 kg/m2 y la HbA1C disminuyd
a 6,3 +0,5%. La remision de la DM2 se logré en el 72,4% de los pacientes.
Y al aplicar los andlisis de regresion estadistica evidenciaron que aquellos
pacientes con una evolucion de su diabetes de menos de 5 afios tenian
una mejor tasa de remision que los de mas de 5 afios de historia natural
de la enfermedad (90,3% vs. 57,1%, p = 0,006). Por su parte, Ramos et
al.(303) publicaron su experiencia con la derivacion duodeno-yeyunal
(DJB) laparoscépica en 20 pacientes con DM2 donde se logré una
reduccion del 43,8% en los niveles de glucosa en sangre y una reduccién
del 22,8% en los niveles de HbAlc a los 6 meses. En contraste, Ferzli y
colaboradores(304) han descrito los resultados de 7 pacientes que se
sometieron a DJB, mostrando una mejora en el uso de medicacidn para el

tratamiento de la DM2, pero ninguno de ellos, logra un nivel de HbAlc
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<7% o un nivel de glucosa en ayunas <130 mg / dL. Asi mismo, la revision
sistemadtica realizada por el equipo de Fried en 2010,(31) evaludé 16
estudios con 343 pacientes diabéticos con IMC por debajo de 35 que
fueron sometidos a diversos procedimientos bariatricos y mostré que el
85% de los pacientes mejoraban su diabetes, pero en realidad ninguno de

los 16 estudios pudo dilucidar el mecanismo de esta mejoria.

Aunque el mecanismo exacto de la resolucién de la diabetes por medio de
cirugia no puede explicarse en su totalidad, existe una creciente evidencia
de que los procedimientos que desvian la comida de la primera porcion
intestinal podrian mejorar la DM2 mediante una reduccidon de Ia
resistencia a la insulina y gracias a la mejora de la funcién de las células
del pancreas. Asi mismo, estos fendmenos ocurren en sujetos no obesos,
donde la restriccion caldrica de la ingestion o la disminucién de peso no
parecen vitales para prevenir o retrasar la morbilidad asociada con Ia
DM2. De hecho, es frecuente observar a pacientes con DM2 y con IMC de
menos de 30 Kg/m2 que son sometidos a amputaciones debido a la
progresion de la enfermedad pese a cumplir estrictamente con la dieta y

el tratamiento farmacoldgico.

éPor qué necesitamos un nuevo procedimiento? En realidad no es la
necesidad de estandarizar una técnica lo que promueve la investigacion a
los cirujanos en este campo, sino la posibilidad de aportar un nuevo
conocimiento a la comunidad cientifica en pro de mejorar la condicién de
los pacientes diabéticos, que cada dia son mas numerosos en la poblacion.
En ultima instancia, si se ha de recurrir a la cirugia para frenar el efecto
deletéreo de la enfermedad, desde el mundo quirurgico se aboga por
proponer una técnica que logre la remisiéon de la DM2 con minima

morbilidad y mortalidad, y que demuestre efectividad en el tiempo.
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Ademas, debe ser una técnica cuya evolucion al cabo de los anos no
predisponga a otras alteraciones secundarias (por ejemplo de tipo
carencial), ya que existe la probabilidad de tener que plantedrsela a
pacientes cada vez mas jovenes. Del mismo modo, dicho procedimiento
debe ser fisiologico y relativamente simple de realizar, con una
disminucion del tiempo operatorio y complicaciones postoperatorias
minimas para que, a la vez que eficaz, resulte eficiente. Nuestro estudio
aporta un grano de arena mas a todos los estudios que estan surgiendo a

nivel mundial con este fin.

éPor qué una Exclusiéon Duodenal en asa de omega? Porque posee
ventajas tedricas: como que el nimero de anastomosis se reduce a 1 y no
hay apertura mesentérica en comparacion con el Bypass Gastrico en Y de
Roux convencional o el BPD. Ademas, series recientes en humanos en
relacion al MBG vy otras variantes de cirugia de una sola anastomosis han
demostrado que el tiempo operatorio se reduce. De igual forma, también
se ha informado de menor tasa de complicaciones médicas vy
postoperatorias precoces.(284;285;305;306) Asi pues, retomar cirugia de
bypass en asa en omega no soélo parece una perspectiva atractiva sino que
a través de estudios como el nuestro se convierten en un camino viable.
No obstante, debemos reconocer que en diferentes cursos y congresos se
ha podido observar la resistencia del medio quirdrgico en retomar
técnicas que utilicen un asa en omega, incluso no sélo en el tratamiento
de la DM2 sino como técnica bariatrica. Los cirujanos consideran que
regresar a reconstrucciones anatdémicas similares al Billroth Il puede ser
contraproducente y que el reflujo biliar que obligd a abandonar estas
técnicas es una situacidon que no se puede obviar. Sin embargo, trabajos

como los de Lee WJ y Kular KS con el MBG(284;305) y los de Carbajo
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Martinez y Garcia Caballero con el BAGUA en nuestro pais,(163;288) han
demostrado que dichos temores son infundados. De hecho, en el
presente, en la India, mas del 50% de los procedimientos bariatricos
utilizan el MBG como técnica de eleccion, pues sefalan que la versatilidad
de la técnica permite adaptar el disefio original al grado de afectacion
metabdlica en IMC del paciente.(307) Grupos de cirujanos en Canadj,
Francia, Italia, Espafa, Portugal y Estados Unidos consideran al MBG una

cirugia con mayor repercusion metabolica que el propio BPG en Y de Roux.

En una exposicion de la experiencia actual con MBG de diferentes
cirujanos reunidos en el consenso sobre MBG en Canada en 2014,(286)
comentaron que un elemento fundamental para evitar el reflujo biliar era
sin duda disponer la anastomosis por debajo de la insercidon del nervio de
Latarget en la curvatura menor del estomago. Es por ello que en nuestro
trabajo consideramos que la adicion del tubo gastrico reverso puede ser
una opcién para reducir la posibilidad de reflujo biliar. También somos de
la opinidon de que si a la anastomosis gastroyeunal latero-lateral se le
asocia una caida vertical del asa en omega, es decir se fija el asa al
estdmago que queda por encima de la anastomosis, se podria lograr el
efecto del cruce en “X” descrito por Braun en su procedimiento original y
por tanto reducir la posibilidad de formacién de Jdlceras

marginales.(308;309)

Otra ventaja de nuestra disposicion es que conservar el estdmago nos
permite manipularlo en un futuro si fuera necesario por otras causas (por
ejemplo, reflujo gastroesofagico). Si durante la ejecucidon de la técnica se
producen complicaciones (como fugas de anastomosis o sindromes de
oclusidn intestinal) aun queda suficiente tejido para proceder con una

gastrectomia subtotal con reconstruccién en Y de Roux clasico.
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Igualmente, si con esta Exclusion Duodenal no se lograra tener una
remision de la diabetes o el control de glucemia no fuera satisfactorio,
también se puede convertir la técnica a una derivacion biliopancreatica,

tipo cruce o tipo SADI.

éPor qué operar precozmente en sujetos diabéticos no obesos? Esta bien
documentado que la resistencia a la insulina y la disfuncidn de las células 8
son fendmenos caracteristicos de la DM2.(24) También estd ampliamente
descrito que la funcionalidad de las células B tiende a disminuir
progresivamente en el tiempo, incluso con tratamiento. Trabajos como el
de Grossman en 2010, Speck en 2011 y Salinari en 2014, demuestran en
animales que la glucotoxicidad es el elemento mas nocivo de la
enfermedad.(20;240;310) A la misma conclusién llegaron Nannipieri,
Camastra en 2013 vy Blanco en 2014 en sus estudios en
humanos.(212;311;312) De estos trabajos y de otros como el nuestro se
deduce que es factible cortar los circulos viciosos que activan la
produccidn de glucosa a expensas de neoglucogénesis, que activan la Rl y

que danan la célula B del pancreas.

Es importante destacar que las ratas GK son animales que manifiestan
caracteristicas de la DM2 sin obesidad, por tanto la remision de la
enfermedad es independiente de la cantidad de peso perdido. Este hecho
es relevante en nuestro caso, donde el peso en las ratas fue comparable
en los tres grupos de estudio. Por lo tanto el supuesto de que la Rl es un
factor que va de la mano exclusivamente de la obesidad no es consistente,
y no sélo la pérdida de peso significa una mejora en el estado
glucémico.(313) Sin embargo es importante recalcar que ante ausencia de
obesidad, el grado y curso temporal de la inversion de la DM2 son

criticamente dependientes del estado de las células B. Por lo tanto, el
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grado inicial del que parte la funcidn pancreatica, es decir, una mayor
disfuncién de las células B, disminuye la probabilidad de que pueda
revertirse la enfermedad por tratamiento o cirugia alguna.(95;312;314-
317) Este paradigma muy probablemente se aplique a cualquier
tratamiento en los pacientes diabéticos, incluyendo cambios en el estilo
de vida y tratamiento farmacoldgico intensivo. No obstante, el efecto de la
cirugia metabdlica amplifica el impacto de la funcidn de las células B
residual mediante la mejora drastica de la sensibilidad a la insulina y los
mecanismos de regeneracidon celular que se describen en el apartado
sobre las células B. Por lo tanto, el grado inicial de deterioro de la funcion
de las células B puede ser el resultado de una evolucion natural de la
enfermedad durante mas tiempo. Y pasado dicho umbral de tiempo, la
funcidn de las células B no podra ser restaurada. Es por ello que incluimos
la variable tiempo en el estudio, para evidenciar si aplicar la Exclusidon
Duodenal era igual de efectiva en ratas con evolucién temprana que en las
qgue llevaban mas tiempo con la diabetes. Las intervenciones tanto
médicas como quirurgicas para prevenir y tratar la diabetes mediante la
mejora de la funcién de células B se basan en la premisa de que la
disfuncién de las células B se puede revertir. Esto parece cierto para al
menos una parte del espectro de la patogénesis, pero los limites de la
reversibilidad permanecen sin explorar. Los datos disponibles sugieren
gue los efectos de la diabetes establecidos en funcién de las células B no
se mantienen después de la retirada de las terapias activas.(20) Del mismo
modo, trabajos recientes como los de Wierup, (318) demuestran que
revertir cirugia de reordenamiento intestinal en estos pacientes conlleva

de nuevo al desarrollo y progresién de la DM2.
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No obstante, desde las propuestas de Pories al dia de hoy, las
explicaciones sobre la mejora de la glucemia tras cirugia bariatrica difieren
de unos autores a otros. Y aunque el mecanismo preciso que induce la
mejoria de la DM2 después de ciertas manipulaciones del tracto digestivo
es aun hoy una incégnita, es evidente que el reordenamiento de la
anatomia del tracto gastrointestinal puede ejercer varios efectos
antidiabéticos mas alla de los relacionados con la reduccién de la ingesta
de alimentos y/o disminucién del peso corporal. Insistimos en recalcar
esta caracteristica de la cirugia bariatrica, pues el hecho de que la
glucemia mejore significativamente antes de que se haya producido
pérdida de peso alguna es lo que ha hecho que esta linea de investigacion
sea tan estudiada. Y aun después de mas de 20 afios desde la primera
oleada de publicaciones sobre el tema, no son pocos los clinicos que se
asombran de que pueda darse de alta a un paciente después de cirugia

bariatrica sin que sea necesario administrar insulina.

Pero es necesario enfatizar que los diferentes estudios, en los cuales se
busca dilucidar el papel especifico que las diferentes variaciones
anatomicas producen en el metabolismo glucidico no buscan “curar” la
diabetes a través de la cirugia, sino que lo que se pretende es dilucidar
como los conocimientos que se generan por los cambios quirdrgicos
pueden favorecer las investigaciones en el area farmacéutica y asi poder
desarrollar nuevos medicamentos antidiabéticos eficaces, ya que los
existentes en el momento actual controlan la enfermedad pero no
detienen su evolucién, ni su efecto deletéreo en los dérganos diana. De
hecho, aun hoy, estudios controlados aleatorizados han confirmado que Ila
cirugia bariatrica es mas eficaz que el tratamiento médico en la remision

de la DM2.(185;186;268)
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El intestino produce mas de 100 péptidos bioactivos conocidos vy
posiblemente otros factores relevantes no descubiertos. De las hormonas
incretinicas, mucho se ha escrito sin poder llegar a un acuerdo. Pero
quizas enfocar exclusivamente la mirada a investigar éstos péptidos haya
hecho que se esté ignorando el factor “anti-incretinico” de Rubino, un
elemento que sigue siendo un misterio.(11;215) Aclarar las moléculas
responsables de los beneficios de la cirugia gastrointestinal sobre la
homeostasis de la glucosa es uno de los objetivos de la investigacion
actual en este campo. Sin embargo cada detalle cuenta, y los resultados
encontrados en nuestro trabajo pueden dar pie a otros estudios que
conduzcan a aclarar la etiopatogenia y por tanto la resolucién de esta
enfermedad. Para ello a continuacién se analizan uno a uno los resultados

obtenidos en las diferentes variables estudiadas.
ANALISIS POR VARIABLES

El peso: nuestros datos han puesto en evidencia una regulacion
metabdlica sin cambios en el peso de las ratas. Este fendmeno es de vital
importancia para clarificar que la mejora en el metabolismo de la glucosa
no depende, al menos en los modelos diabéticos no obesos, de la relacidon
entre el tejido graso y el aumento de acidos grasos; fendmenos que suelen
asociarse a la génesis de la DM2. Del mismo modo, estudios previos con
técnicas de Exclusiéon Duodenal con conservacion de la camara gastrica,
como el bypass duodeno-yeyunal (DJB) de Almino C. Ramos en 2009 o el
trabajo de Daniel de Luis en 2012 cursan con mejora de la
glucemia.(303;319) La principal diferencia de la técnica de Exclusidon
Duodenal que proponemos con la DJB realizada previamente es la idea de
colocar un asa en omega para la realizacidn de una sola anastomosis, con

intencidn de simplificar el procedimiento y reducir los riesgos que implican
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dos anastomosis. Por otro lado, si comparamos nuestra intervencion con
otras cirugias de una sola anastomosis como el BAGUA de Martinez
Carbajo o Garcia Caballero,(163;288) en las que se realiza gastrectomia
vertical, y la restriccidn esta presente como objetivo bariatrico, en nuestro
caso hemos buscado simplemente excluir el contacto de los alimentos con

el duodeno.

Ademas, excluir al duodeno en sujetos sin obesidad no predispone a un
estado de malnutricion importante; efecto que si se ha demostrado en
técnicas de mayor componente malabsortivo como la derivacidon
biliopancreatica o la trasposicidn ileal.(158;276) Si bien ni el peso ni el IMC
son determinantes para definir un estado de malnutricion, el hecho de
gue los animales de nuestro estudio hayan seguido ganando peso y
aumentado de tamafo con el tiempo hace pensar que la manipulacion
gue hemos realizado no somete al animal a un estado carencial que
interfiera con su desarrollo. Este evento es fundamental para plantear
técnicas para el tratamiento de la DM2 que se propongan para pacientes
con IMC < de 30 Kg/m2 e incluso para el rescate de algln paciente con

DM1.

Glucosa en sangre: uno de los efectos mas evidentes en nuestro estudio

fue la mejoria de la glucosa en sangre, evidenciada en todos los grupos
temporales que fueron sometidos a la Exclusion Duodenal. Los cambios de
la glucemia fueron mas evidentes en las muestras tomadas de forma
postprandial (después del estimulo de la sobrecarga oral de glucosa) ya
que en situacion basal las GK no muestran tanta alteraciéon como después

de ser sometidas a carga de glucosa.
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Con todo, el lograr recuperar valores normales de glucosa en sangre
expresados en un rango menor a 120 mg/dl no era el objetivo final, sino
que el recuperar la normoglucemia en realidad significa disminuir de
forma considerable la glucotoxicidad que caracteriza a los enfermos de
DM2. Frenar o eliminar el efecto de glucotoxicidad es el efecto deseado de
los diferentes métodos terapéuticos ya que niveles elevados de glucemia
conllevan implicitas el desarrollo de complicaciones graves en la DM?2
como son las alteraciones cardiovasculares producto del dano en la
microvasculatura, y eventos como la neuropatia, nefropatia y retinopatia.
El lograr un efecto hipoglucemiante habla en favor de que es posible
plantear tratamiento quirdrgico en casos donde el control metabdlico de

los enfermos no se logre con las medidas terapéuticas habituales.

Ademas, también hemos comprobado en este estudio que la
normoglucemia induce a la disminucion del proceso de apoptosis de las
células B del pancreas y ello reactiva la regeneracién celular en los islotes
de Langerhans. Este efecto protector sobre las células B ya se ha
demostrado que es crucial en la remisién a largo plazo de la DM2 después
de un bypass gastrico.(240;272) De tal manera que a falta de estudios a
largo plazo de nuestra técnica en animales o la proyecciéon de la misma a

un ensayo clinico en humanos, la perspectiva es buena.

Si bien todos los grupos temporales mostraron una recuperacion de los
niveles de glucemia, este evento fue mas evidente en las ratas operadas
de forma precoz (a las 12 semana de vida) confirmando que el tiempo de

evolucién de la enfermedad es clave en la efectividad de la cirugia.

En los seres humanos, la probabilidad de remisidon de la diabetes gracias a

cirugia viene supeditado al tiempo de exposicién a la enfermedad (menos
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mejoria si mas anos de evolucidon de la DM2), a un mal control glucémico y
a la necesidad de insulinoterapia en el preoperatorio. Todo esto sugiere
que un menor deterioro en numero o en la funcién de células B en el
momento de la cirugia puede maximizar el efecto de la misma.(269) Este
ultimo planteamiento es lo que ha llevado a autores como Breen a
proponer que la cirugia metabdlica puede ampliar su indicacidon a
pacientes con DM2 no obesos y DM1 con tratamiento insulinico de pocos
afios de instauracién.(230) El trabajo de este grupo proporciona la
evidencia que sefala que la DJB normaliza las concentraciones de glucosa
en ratas con DM1 de tipo autoinmune. Estos hallazgos apoyan aun mas el
uso emergente de la cirugia gastrointestinal para el tratamiento de la
diabetes y desvelar los mecanismos de deteccion en el intestino como

dianas terapéuticas potenciales para esta condicion.

La insulina: la insulina es un factor importante que afecta al equilibrio del
metabolismo de la glucosa del organismo. Un sujeto con DM2 se
caracteriza por presentar una primera fase de hiperinsulinismo, seguida
de una fase de hipoinsulinemia probablemente debida al agotamiento
funcional de las células B del pancreas. La disfuncidon secretora pancreatica
con una liberacidn de insulina pulsatil alterada conduce a una inapropiada
supresion de la produccion de glucosa hepatica, es decir, altera la
neoglucogénesis hepatica y por lo tanto se produce una elevacién de la
glucemia sistémica, que en consecuencia, provoca una mayor demanda
por parte de las células B para producir insulina. Este estado a largo plazo

es lo que conlleva un agotamiento de las células .(320)

El papel de la hiperinsulinemia en la patogénesis de la enfermedad es
controvertido, ya que en algunos estudios la describen como una

consecuencia de elevada resistencia periférica a la insulina principalmente
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asociada a los niveles de adiposidad.(59;60) En cualquier caso, el
empeoramiento gradual de la resistencia a la insulina también influye en
los sistemas de retroalimentacidon negativa de las células del pancreas, el
cual aumenta su produccidn y genera los estados de hiperinsulinemia. La
demanda excesiva de insulina activa un circulo vicioso que culmina con el
agotamiento de las células B y el asentamiento y progresiéon de la
DM2.(23) Por consiguiente, cualquier método que logre reducir la
hiperinsulinemia y, por tanto, restaurar la actividad de las células B puede
ser terapéuticamente util, al romper el circulo vicioso en el desarrollo y

exacerbaciéon de la DM2.(23;321;322)

La Resistencia a la Insulina (RI) es la clave de la patogénesis de la DM2 en
la obesidad. En los pacientes obesos la Rl viene dada por el estado
proinflamatorio permanente que genera la hipertrofia de los adipocitos.
La liberacién de citoquinas inflamatorias (por ejemplo, TNF, IL-6, MCP-1)
de los adipocitos y macroéfagos en la grasa visceral se ha implicado en la
patogénesis de la DM2.(323) No obstante, esta situacién no explica la Rl
en sujetos sin obesidad. En éstos parece que la Rl se altera por
mecanismos que alteran los receptores de insulina, sobre todo a nivel
hepatico. Ademas de esto, es probable que exista una sefial diabetogénica
en el intestino que estimula los islotes para producir insulina en respuesta
a una activacion de la neoglucogénesis hepatica: otro circulo vicioso.
Varias lineas de investigacion tratan de dilucidar la funcién de estos
receptores y como la reorganizacidon anatdmica, producto de la Exclusion
Duodenal, logra disminuir la Rl hepatica.(321) Lo que se concluye cada vez
con mas frecuencia es que la hiperinsulinemia por si misma puede
conducir a la progresion de la DM2 y que es probable que la Rl que la

genera tenga una explicacidon genética aun sin resolver.(322;324;325)

- 309 -



Cuando se habla de disfuncion de células B suele hacerse mas hincapié en
el hecho de que existen factores extrinsecos a los islotes que pueden
inhibir la respuesta a la insulina. De hecho, Rubino et al. sugieren que un
"factor" de inhibicion de la secrecién de insulina puede ser producido en
el intestino delgado y que el bypass intestinal puede reducir o suprimir su
sintesis y/o su entrada al torrente circulatorio.(215) Este evento permitiria
la restauracion de la primera fase de la secrecion de insulina. Este mismo
factor, o incluso otro factor secretado por el intestino delgado, también
puede ser el que determine el desarrollo de la RI. Asi pues, pruebas como
el clamp euglucémico de Fronzo han comparado la administracion de
glucosa oral versus endovenosa y en sus pruebas pudieron observar que la
respuesta hipoglucemiante de la insulina se activa en mayor grado si el
organismo detecta la glucosa en la luz intestinal.(326) En resumen, la
restauracion de la secrecion de insulina, asi como la normalizacion de la
sensibilidad a la insulina en sujetos con DM2 intervenidos con
reordenamiento intestinal parece estar relacionada con el efecto de algun

factor intestinal como consecuencia de la redistribucion anatémica.

A pesar de todo, autores como Petersen afirman que la regulacién de la
insulina no es lo que produce la mejoria de la DM2 sino la disminucion de
la RI.(125) Al parecer la Rl va a tener un origen intrinseco en las personas,
es decir un rasgo de caracteristicas hereditarias y que explicaria por qué
pacientes obesos no desarrollan diabetes mientras otros pacientes sin
obesidad padecen DM2. La identificacion de la alteracién metabdlica que
conduce a la Rl debe permitir un estudio adicional del papel de los

factores genéticos que pueden contribuir al desarrollo de la DM2.(324)

Ya hemos hablado de que la DM2 representa un heterogéneo grupo de

enfermedades caracterizado por un aumento en la resistencia a la accion
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de la insulina en los tejidos periféricos y un deterioro en la secrecidon de
dicha hormona por parte de la célula B pancredtica. Ambas anomalias se
encuentran intimamente imbricadas pero, en la mayoria de los enfermos,
la Rl parece que precede a la disfuncion manifiesta de las células B, y se
piensa que tiene su origen en una predisposicién genética.(327) Ademas,
puede observarse disfuncién subclinica de las células B en familiares de
primer grado no diabéticos de pacientes con DM2, lo cual es consistente
con la hipdtesis de que el fracaso de la célula B se encuentra también

determinado genéticamente.(328)

En la actualidad se reconoce que algunos subtipos de DM2 son
secundarios a defectos monogénicos, tales como el sindrome juvenil de
diabetes del adulto (Diabetes MODY—)(329) y la llamada diabetes
mitocondrial. La predisposicion a la resistencia insulinica y/o a la
disfuncién de células B se hereda de forma no Mendeliana,(330) debido a
su heterogeneidad genética y patogenia multigénica. Asi pues, los estudios
genéticos humanos acerca de la predisposicion a la Rl estan plagados de
incertidumbres y se ven complicados ademas por las considerables
variaciones existentes en el pool genético humano. Sin embargo, en la
mayoria de los pacientes con DM2, varios (si no multiples) factores
genéticos y ambientales contribuyen tanto al origen como a la progresion
y a las complicaciones tardias de la enfermedad. La identificacién de los
genes responsables permitiria avanzar en el conocimiento de los
mecanismos que mantienen los niveles normales de glucosa y cuya
disfuncién provoca la enfermedad. Ademas, podria ayudar a identificar
individuos de riesgo, los cuales podrian beneficiarse de tratamientos y/o

cambios en el estilo de vida antes de que la enfermedad se desarrolle.

-311-



Pero al margen de la base genética, lo que queda claro es que mejorar el
estado inicial del funcionamiento pancredtico mejora los pulsos de
secrecion de insulina. Y en nuestro estudio hemos demostrado una
mejora funcional de las células B en el grupo de ratas sometidas a
Exclusion Duodenal, probablemente porque un estado de normoglucemia
ha atenuado la pérdida de células B de los islotes y ha favorecido una
mejor regulacion de los niveles de insulina. Asi mismo, hemos
comprobado que una regulacion de la secrecion de insulina durante la
fase de hiperinsulinismo es posible, logrando cortar el circulo vicioso. De
forma que evitando el paso de los alimentos por el duodeno se ha logrado
disminuir la hiperproduccién compensadora de insulina que se presenta
en los sujetos con DM2. Sin embargo, si el hiperinsulinismo deriva en Rl o
si la resistencia periférica a la insulina conlleva hiperinsulinemia es una

interrogante que queda por esclarecer.

El GLP-1: se han descrito gran cantidad de estudios donde esta hormona
incretinica se considera responsable de la mejora del metabolismo
glucidico posterior a cirugia.(211;331) En dichos estudios se habla de un
aumento de los niveles basales de la hormona después del
reordenamiento intestinal e incluso después de gastrectomia vertical. Ya
hemos comentado en el marco tedrico que el Péptido Similar al Glucagon
tipo 1 (GLP-1) favorece la regeneraciéon pancredtica de las células B y por
ende la regulacidon de los pulsos de insulina. Todo ello mejora los niveles
de glucosa en sangre. Se presume que el aumento de GLP-1 podria ser el
resultado del transporte expedito de glucosa a la luz intestinal

intestino.(195;206;209)

En nuestros resultados se observa un aumento de los niveles de GLP-1 en

el grupo de ratas sometidas a Exclusién Duodenal. En el estudio, el
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aumento de GLP-1 sdélo es estadisticamente significativo en el grupo de
cirugia precoz y, como en trabajos previos publicados por otros autores, se
evidencia el aumento del efecto incretinico de esta hormona tras cirugia.
El aumento de los niveles de GLP-1 parece estar asociado al aumento de la
poblacion de células en el yeyuno y quizds también en el duodeno
proximal. Estas células intestinales, productoras de incretinas, aumentan
tanto en las cirugias de exclusidon del tracto intestinal anterior (Teoria del
Foregut) como en aquellas que aceleran el transito de alimentos al
intestino posterior (Teoria Hindgut) e incluso en las cirugias meramente
restrictivas (como en la GV), por lo que el entusiasmo inicial de atribuir
todos los cambios metabdlicos al GLP-1 ha disminuido.(332) De hecho,
como el GLP-1 aumenta en todas las anteriores situaciones mencionadas,
se ha sugerido que debe existir un mecanismo adicional que promueva el

aumento de GLP-1 tras cirugia.

Sin embargo, es evidente el beneficio de niveles aumentados de GLP-1 en
el metabolismo de la glucosa. De hecho, los primeros estudios que
sefalaron a esta hormona como responsable principal de la mejoria
metabdlica se vieron apoyadas por las lineas de investigacion que
culminaron con el desarrollo de farmacos de la familia de los analogos de
GLP-1. El mayor representante de esta familia de medicamentos para el
tratamiento de la DM2 es el Exenatide.(204) El Exenatide incrementa la
funcidn de células B, a través de la mejora de la secrecion del Péptido C
hasta 2,5 veces mas que su produccion basal, después de 1 afio de
tratamiento. Estos resultados demostraron ser mejores que la
insulinoterapia.(207) Claro estd, siempre y cuando exista reserva
pancreatica, ya que en caso contrario, es decir sin reserva de masa celular

B, el efecto del exenatide queda abolido.(311) Este mismo razonamiento
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se observa en nuestros resultados, donde la elevacion del GLP-1 es sdlo
representativa en el grupo de cirugia precoz y va disminuyendo en el
tiempo. En resumen, se esperan cambios futuros en las teorias actuales
que senalan al GLP-1 como “Unico” responsable de la mejoria de la
glucemia, cuando en realidad es sélo un eslabdn mas de la cadena de la

fisiopatologia de la DM2.

El GIP: otra hormona incretinica que modifica sus valores tras cirugia es el
Péptido Insulinotrépico Dependiente de la Glucosa (GIP). Esta hormona se
secreta fundamentalmente por las células K del intestino. La funcion del
GIP es inducir la secrecién de insulina, que es estimulada principalmente
por la hiperosmolaridad de glucosa en la luz intestinal.(65) Los pacientes
diabéticos tienen niveles mas bajos de secrecion de GIP comparados con
un sujeto no diabético. Ademas el GIP aumenta la secrecion de glucagon
en pacientes con DM2 y esto, evidentemente, puede compensar el efecto
insulinotropico del GIP.(209) Es quizas por esta causa que el GIP presenta
resultados dispares entre los diferentes estudios que han tratado de
analizar su efecto en modelos experimentales de DM2. Hay trabajos que
describen aumento del GIP tras cirugia, mientras que otros describen
disminucion y algunos valores que no se modifican con la manipulacion
intestinal.(333) En nuestro estudio no hay evidencia de diferencias
estadisticas entre los niveles de GIP en ratas con Exclusion Duodenal
versus ratas Sham, por lo que no podemos establecer conclusiones que
expliguen la labor del GIP en el efecto anti-diabético después derivacion

intestinal.

El Glucagdn: las ratas GK asi como los pacientes con DM2 tienen

tipicamente hiperglucagonemia que contribuye a la hiperglucemia

postprandial. Es desconcertante ver que la disminucién de la glucemia
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postprandial después de cirugias que excluyen el paso de alimentos por el
intestino anterior no se acompana de una disminucion del glucagdn, sino
por el contrario de un aumento de sus valores. De hecho, este fendmeno
se describe como paraddjico, ya que el aumento en el glucagdén se
produce a pesar del marcado aumento del GLP-1 que actia como
hormona intestinal contrareguladora del glucagén y en presencia de
hiperinsulinemia, puesto que la insulina en si misma, también actia como

hormona contrareguladora de las células a del pancreas.(334)

El origen de este aumento de glucagdn no esta claro. La correlacion entre
la Rl hepatica y la respuesta de glucagén apoya que exista un papel en
esta concordancia que aun no se ha descubierto. La explicacion mas
aceptada pasa por el hecho de que la hiperinsulinemia genera también Rl
de las células a del pancreas y ello evita que estas células tengan su
control por retroalimentacion. Cabe destacar que en el pancreas
endocrino el receptor de glucagén se expresa fundamentalmente en la
célula B pancredtica, lo cual sugiere que existe una fuerte interaccion
paracrina bidireccional entre la célula a y la célula B.(334-336) Este
planteamiento se fundamenta en que si en la DM2 existe Rl en la propia
célula B, del mismo modo, se podria asumir que un fendmeno similar
ocurre en las células a, lo cual llevaria a una incapacidad para controlar la
secrecion de glucagéon mediada por insulina. Por lo tanto, se puede
plantear la posibilidad de que exista una célula a fuera del control de la
retroalimentacioén, lo que no queda claro es si este evento puede ser un
defecto temprano que precede a la génesis del defecto secretor de

insulina o pueda surgir de forma concomitante.(334)

Asi mismo, la Rl es la responsable de que no se frene la produccién de

glucosa por el higado tras las comidas (neoglucogénesis hepatica),
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originando en el sujeto con DM2 una doble presencia de glucosa en
sangre: la ingerida con los alimentos y la producida con su higado. Esto
lleva a una constante hiperglucemia, que luego es enmascarada por la
hiperinsulinemia compensatoria, que esconde por afos la elevada
concentracion de glucosa en sangre, pero que produce colesterol y
triglicéridos en sangre elevados, higado graso, aumento de peso y un largo
etc. Durante el estado de post-absorcién (10-12 horas de ayuno durante la
noche), la produccién de glucosa hepatica depende de un delicado
equilibrio entre la secrecidon basal de glucagdn (efecto estimulante), y la
secrecion de insulina basal (efecto inhibidor). Aproximadamente el 75%

del efecto total depende de la accidén estimuladora de glucagon.(24)

Aungue también se debe considerar que el glucagdn estandar que se mide
en las pruebas de inmunoensayo tiene limitaciones en cuanto a su
capacidad para discriminar entre glucagdn de origen pancreatico y el
procedente de otras fuentes. No obstante, en nuestro estudio los niveles
elevados de glucagon sélo son significativos en el grupo de cirugia tardia,
sin que podamos establecer un criterio de beneficio o perjuicio en este
sentido. Estudios mas amplios de hormonas contrarreguladoras del

metabolismo glucidico quizas puedan revelar mas informacion.(336)

El PYY: el Péptido YY (PYY) es un conocido factor de saciedad que se ha
postulado como responsable para mediar en la reduccion del apetito y la
mejora de la saciedad tras cirugia metabdlica. En el trabajo de Speck(240)
las ratas que fueron sometidas a DJB presentaron niveles elevados de
insulina en plasma y también fueron altos los niveles de GLP-1 en
comparacion con el grupo de tratamiento simulado. Sin embargo, los
niveles plasmaticos del PYY fueron similares entre los grupos. En nuestro

estudio es dificil establecer un efecto asociado al PYY, ya que los valores
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intergrupo fueron contradictorios, con aumento del PYY en el grupo Sham
en cirugia intermedia y aumento en el grupo ED en cirugia tardia.
Posteriormente al realizar el analisis intragrupo (antes y después en las
ratas operadas con exclusién) no se evidencian cambios significativos, por
lo que no podemos afirmar que exista evidencia de que los cambios en los
niveles PYY puedan contribuir directamente en las mejoras

postquirurgicas en la glucosa.

El Péptido C: la pro-insulina o Péptido C es considerado un marcador fiable

de la secrecion de insulina pancreatica y estudios recientes lo consideran
un parametro representativo de la funcidn de las células B del pancreas.
Los sujetos con DM2 presentan niveles elevados de Péptido C (>3,75
ng/dl) mas alteracion en la tolerancia a la glucosa e hiperinsulinismo,
como probable manifestacion de una disfuncion de las células B. Se
supone que niveles aumentados de Péptido C implican un aumento de la
demanda a las células B para que aumenten la produccion de insulina. Las
células B, en un intento de compensar esta elevada demanda, inician un
procesamiento post-traduccional defectuoso con la secrecidon de granulos
de hormona antes de que el mecanismo de produccidon se haya
completado. De ahi que niveles elevados de Péptido C traduzcan un mayor

defecto de la actividad B pancreatica.(337;338)

Ahora bien, los pacientes diabéticos que presentan elevaciéon de Péptido C
suelen ser aquellos con presencia de obesidad. Por lo tanto, la
hipersecrecién de Péptido C en pacientes obesos con diabetes es un
reflejo de la Rl periférica a la insulina, mas que una disfuncion de las
células B pancreaticas, ya que al no ingresar insulina al medio intracelular,
este defecto se traduce como niveles bajos de insulina y se dispara su

produccién. Pero en realidad no hay niveles bajos de insulina sino todo lo
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contrario, hiperinsulinismo debido a la Rl. Sin embargo, en los sujetos
diabéticos no obesos parece que los niveles de Péptido C no se disparany
se mantienen estables durante largos periodos de tiempo.(339) Este
efecto se corresponde con los hallazgos en este estudio, sobre todo en el
grupo de intervencion precoz, donde los niveles de Péptido C se
encuentran dentro del rango de la normalidad y no parece evidenciarse
diferencia entre los niveles preoperatorios y los postoperatorios. Asi
mismo, los valores intra e intergrupos del Péptido C no han supuesto un
factor que influyera sobre los valores de normoglucemia en los sujetos con

Exclusion Duodenal.

No obstante, a este respecto hay que hacer un inciso. El principal valor de
los resultados del Péptido C en este estudio radica en observar y evaluar la
alteracién que se produce en el tiempo, con la evolucion natural de Ia
enfermedad. Este hecho lo observamos en la evolucidon de los niveles en
las ratas Sham, donde la progresion de la enfermdad arroja valores en
descenso de Péptido C. Sin embargo, en las ratas con ED no son
concluyentes, pues tras cirugia no se evidencia aumento concomitante de
esta prehormona. Lo que si podemos evidenciar es que los niveles pre y
postoperatorios no cambian significativamente debido a la cirugia y que es
evidente que los valores de Péptido C se presentan mas estables en las
ratas intervenidas precozmente en comparacién con las ratas intervenidas
de forma tardia. Las ratas intervenidas de forma tardia tienen valores
bajos de Péptido Cy ello puede explicar que la recuperacion de los efectos
diabetdgenos sea menor en este grupo. De hecho, este resultado resalta
una premisa que se comenta en estudios como el de Ramos-Levi en
2013,(340) donde se considera que los valores de Péptido C

preoperatorios son predictivos de los resultados que se obtendran tras
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cirugia. Esta situacion ha llevado a postular que enfermos con datos de
Péptido C muy bajos no deberian someterse a cirugia pues el poco
beneficio no justifica el riesgo quirurgico. Esto es debido a que el fallo en
la célula B es tal que la manipulacidon quirdrgica no lograra recuperar la
condicidn del enfermo. En este tema, al igual que en otros apartado,s son

necesarios mas estudios.

El TNFa: la evolucién sobre el concepto de la DM2 como una enfermedad
inflamatoria es un enfoque llamativo y novedoso para la comprension de
esta enfermedad. Es evidente que la inflamacién crdnica de bajo grado
juega un papel importante en la patogénesis de la DM2. De hecho, ya se
ha demostrado que individuos diabéticos cursan con niveles elevados de
marcadores inflamatorios en comparacién con sujetos no diabéticos,
independientemente de su volumen de masa corporal u
obesidad.(117;118) Los marcadores mas estudiados son la Proteina C
Reactiva (PCR) y citokinas proinflamatorias tales como el Factor de
Necrosis Tumoral a (TNFa) y la inteleukina-6 (IL-6). Otros marcadores que
se han estudiado son: el acido sidlico, la glicoproteina acida a-1, el cortisol
y la interleukina-1B (IL-1B).(114;341) En todos ellos puede establecerse un
nexo con la presencia de Rl y asociar la insulinorresistencia con la génesis
de la DM2. Todo ello sugiere que la DM2 en el obeso puede ser una
enfermedad inflamatoria, pero cuyos mecanismos aun no se han

descubierto.(342)

Entre los marcadores inflamatorios, el TNFa ha sido de los primeros en
estudiarse a fondo. Las primeras investigaciones siempre apuntaban a la
presencia de TNFa asociada a obesidad y a la RI.(117;343) Ello es debido a
que el TNFa también se expresa abundantemente en el tejido adiposo

humano y diversos experimentos han demostrado que su concentracion
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en plasma en sujetos obesos disminuye después de la pérdida de

peso.(344)

Pero el TNFa también tiene la capacidad de estimular la Rl no asociada a
obesidad. En primer lugar el TNFa puede por si mismo inactivar la
actividad del receptor de la insulina. Ello se demuestra en los estados con
Rl asociados a procesos inflamatorios agudos como los estados de
sepsis.(343;345) El desarrollo de Rl en esta situacién deriva en un
aumento de la gluconeogénesis hepatica y una disminucién en Ia
captacion de glucosa a nivel periférico.(113;118) De hecho, en los seres
humanos, la presencia de un polimorfismo del promotor de TNFa (G-308A)
esta asociada con concentraciones de TNFa aumentado en el plasma y un
1,8 veces mayor riesgo de desarrollar diabetes en comparacion con los no
portadores de esa variedad genética.(114;342;346) Por tanto, se penso
gue la administracion exdgena de TNFa a sujetos experimentales podria
inducir resistencia a la insulina, mientras que la neutralizacidon del mismo a
través de anticuerpos puede mejorar la sensibilidad a la hormona.(343)
Aunque la evidencia actual sugiere que la neutralizacion de TNFa en los
sujetos con DM2 no es suficiente para causar una mejora metabdlica, lo
gue si es evidente es que la presencia del TNFa en sujetos con DM2 habla
a favor de 2 eventos: inflamacién crénica y dano a la célula B. Quizas
bloquear los receptores de TNFa no haya podido mostrarse como una
diana terapéutica, pero se postula que si podria utilizarse como marcador
de evolucién de la enfermedad como ya lo han demostrado marcadores
como la PCR y la IL-6, que son de utilidad para predecir el desarrollo de la

DM2 en adultos caucdsicos, no fumadores.

Basandonos en este analisis, no podemos pasar por alto los hallazgos

encontrados en el estudio, donde en las ratas sometidas a Exclusion

- 320 -



Duodenal se detectd TNFa en menor proporcidon que en las ratas Sham.
Ademas se evidencid que intervenir en un periodo precoz de la
enfermedad tiene mejor respuesta antiinflamatoria que operar de forma
tardia, donde la recuperacion de ese estado inflamatorio es menor. Al
calcular el riesgo relativo de presentar inflamacidon asociada a TNFa, se
evidencid que la cirugia representa un evento protector, con lo cual se
retoma la teoria de definir la DM2 no asociada a obesidad como

enfermedad inflamatoria.

Cambios histolégicos: en el presente estudio se complementaron los

hallazgos de los valores bioquimicos con caracteristicas histoldgicas. Se ha
descrito que una caracteristica fundamental de los pacientes diabéticos
obesos es la esteatosis hepatica y con la observacion de diferentes cortes
del higado de nuestros animales hemos podido mostrar que dicho

fendmeno no se evidencia en ninguno de los grupos temporales.

El principal hallazgo es la evidencia de regeneracion de células B de los
islotes de Langerhans del pancreas después de la cirugia de Exclusion
Duodenal. De hecho, tras la cirugia aumentd el nimero de islotes y el
numero de células B en las ratas con cirugia metabdlica en comparacion
con las ratas con cirugia simulada. La proliferacion de células B se puso en
evidencia gracias al marcador inmunohistoquimico Nkx6.1.(294) Ademas,
el grado de daio inicial que mostraba el pancreas de una rata diabética
determinaba el grado de su recuperacién. Es decir, a mayor dano
pancreatico (mas exposicion a la enfermedad, caracteristica del grupo de
intervencion tardia) menor capacidad de regeneracién celular. Esta
recuperacion disminuida también se correlaciona con los valores séricos
en dicho grupo, donde se aprecié menor recuperacion de los valores de

glucemia e insulinemia y menores niveles de Péptido C.
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Otra caracteristica histolégica que se observa en los cortes de pancreas de
las ratas Sham y de las operadas con Exclusion Duodenal es la
desestructuracién de la arquitectura del islote a medida que evoluciona la
enfermedad. De hecho, en las ratas Sham y en las ratas del grupo tardio se
observa mayor desestructuracién, la cual suponemos se asocia a la
infilitracion linfocitaria y al mayor depdsito de amiloide. La
desestructuracién no es una simple caracteristica del islote, sino que es
probable que tenga una repercusion funcional, ya que aunque las ratas
con Exclusién Duodenal recuperan parte de su masa celular B (mayor
nimero de nucleos celulares B) es evidente que la forma redondeada y
fisioldgica del islote no puede recuperarse. Es muy probable que esto se
deba al efecto del amiloide depositado en el islote, el cual no se elimina
una vez instalado, ni siquiera tras cirugia. Es probable que estos depdsitos
ocupen un espacio que limiten el aumento de la masa celular pancreatica;
aunque la célula B conserve su plasticidad, no encuentra espacio fisico
para regenerarse. De hecho, se ha demostrado que la produccién de
amilina se llega a suprimir tras cirugia bariatrica como el bypass intestinal,
pero no en la gastrectomia vertical(212), con lo que se hace tangible que
el efecto protector del reordenamiento intestinal prevalece sobre la
restriccion caldrica, al menos en este aspecto de la enfermedad. Es muy
probable que la ocupacion del pancreas por amiloide sea la causa de la
falta de recuperacién de la DM2 en pacientes con enfermedad de larga
data, y no una insuficiencia per se de células B, pues ya hemos visto que

éstas conservan su capacidad de regeneracidon por mucho tiempo.

También se han podido observar de forma somera cambios en las
vellosidades intestinales a nivel de la porcién de yeyuno que se

anastomosa con el estdmago. Esto se traduce como una intensa labor del
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sistema neuroendocrino del intestino y la ya demostrada elevacion del
GLP-1. Mas resultados con respecto a los hallazgos histoldgicos se detallan
en una segunda parte de este proyecto de investigacion, donde se
describen los efectos de la Exclusion Duodenal en érganos implicados en

el metabolismo glucidico tales como el rifidn, las arterias y el higado.(347)

En resumen, todos los factores expuestos en este estudio ponen de
manifiesto que la DM2 es una enfermedad multifactorial donde un sélo
elemento no explica su patogénesis y por lo tanto la modificacion de un
solo componente de la cadena no producira una recuperacion adecuada y
mantenida en el tiempo de la enfermedad. Si bien el reordenamiento de la
anatomia intestinal per se logra mejorar los valores de glucemia, la
influencia intestinal se veria insuficiente sino se viera apoyada por una
recuperacion de la funcionalidad del pancreas. Sobre el tema de la DM2
en sujetos no obesos aun quedan muchos elementos por dilucidar, pero es
evidente que aunque sus mecanismos difieren de forma importante de la
génesis de la DM2 de los pacientes obesos, tanto unos como otros se ven
beneficiados de una actitud quirdrgica temprana. No obstante, esto no
significa que abogamos a generalizar la propuesta de cirugia a la poblacion
en general afectada de DM2. Nuestro planteamiento viene a exponer que
aun hoy se necesitan muchos estudios a nivel experimental para llegar a
dilucidar la patogénesis de la enfermedad y por tanto poder ofrecer a los

enfermos el tratamiento idoneo.
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CONCLUSIONES

La técnica disenada ha sido la:

Exclusion Duodenal a través de bypass gastro-intestinal de una sola

anastomosis en asa omega. Preservacion de cdmara gdstrica y con

variante de tubo reverso gdstrico como elemento anti-reflujo biliar.

La Exclusion Duodenal con las modificaciones propuestas ha logrado

mejorar los niveles de glucemia en la rata GK sin modificar el peso, que fue

el planteamiento principal de nuestro estudio. De hecho, la nueva técnica

ha logrado corregir la hiperglucemia presente en los animales de forma

espontanea, sin que los mismos den muestras de malnutricion.

La Exclusion Duodenal ha demostrado reducir los niveles de
glucemia en ratas Goto Kakizaki (modelo experimental de rata

diabética no obesa), sin afectar el peso.

Con la ejecucion de la Exclusion Duodenal se han generado
diferencias significativas en los agentes metabdlicos plasmaticos
habitualmente implicados en la regulacién de los niveles de
glucemia antes vy después de la intervencidon, vy
comparativamente con los controles. De entre las variables
estudiadas, la insulinemia y el TNFa, son las que arrojan

resultados mas representativos.

La exposicion prolongada a la enfermedad empeora los valores
plasmaticos e histolégicos y merma la capacidad de la técnica de

lograr resultados beneficiosos.

La Exclusion Duodenal ha logrado cambios histoldgicos

fundamentalmente a nivel del pancreas de los sujetos
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intervenidos en relacion a los controles. Cambios en otros tejidos
también se han puesto en evidencia como una mayor

proliferacion de vellosidades intestinales.

Los niveles de glucemia dentro del rango de la normalidad,
mantenidos en el tiempo después de la cirugia, regeneran y
mejoran la capacidad funcional de las células B del pancreas,
logrando incluso revertir la caracteristica diabetdgena inicial del

modelo experimental animal escogido para este estudio.

Con este trabajo se pone en evidencia que son necesarios un
mayor numero de estudios a nivel experimental que permitan
dilucidar mecanismos de la génesis, etiopatogenia y progresion
de la DM2, con la finalidad de poder lograr mejores dianas

terapéuticas.
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