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RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo inmunolocalizar la distribucion de las células
enteroendocrinas L, productoras del péptido similar al glucagdén (GLP-1), en el intestino de
alpacas. Una incretina de gran importancia debido a su funcién reguladora de la glucemia.
Se utilizaron 36 crias de alpaca de 0-45 dias de edad y adultos, distribuidos en 7 grupos
etareos.

0 dias= <24h, 1-7 dias, 8-15 dias, 16-21 dias, 27-34 dias, 35-45 dias y adultos. Las muestras
intestinales fueron procesadas por inmunohistoquimica usando el anticuerpo monoclonal
antiGLP-1. Las células positivas fueron contadas en 15 ejes cripta-vellosidad de cada
porcion intestinal en cada animal. Los resultados evidencian, respecto de los grupos etareos,
que en el dia 0, el yeyuno es la porcion que contiene mayor ntimero de células L
(productoras de GLP-1); mientras que, en los otros grupos son yeyuno ¢ ileon. Respecto a la
ubicacion, se determina en duodeno un aumento significativo (p<0.05) de células L desde
los 8 dias en adelante; en yeyuno el mayor nimero de células se encuentra a los 0 dias; en
ileon el mayor nimero celular se encuentra desde los 8 a 45 dias; y en el colon el mayor
numero lo encontramos en los adultos. Se concluye que las células L en alpacas se

encuentran presentes desde el nacimiento mayoritariamente en yeyuno e ileon.

Palabras clave: GLP-1, intestinos, células L, alpaca



ABSTRACT

The aim of this study was to immunolocalize the distribution of enteroendocrine L cells,
producers of glucagon-like peptides (GLP-1), in the intestine of alpacas. An incretin of
great importance due to its role as glucose regulator. 36 baby alpacas (0-45 days old) and
adults were use and distributed in 7 age groups: 0 days, 1-7 days, 8-15 days, 16-21 days,
27-34 days, 35-45 days, and adults. The intestinal samples were processed by
immunohistochemistry using antiGLP-1 monoclonal antibody. Positive cells were counted
in 15 crypt-villus axis of each intestinal portion in each animal. The results show, for the
age groups, that in Group 1 the jejunum is the portion containing the largest number of L
cells (producers of GLP-1); whereas in the other groups are jejunum and ileum. Regarding
location, in the duodenum is determined a significant increase (p<0.05) of L-cells from 8
days to adults; in jejunum the greater number of cells is found in 0 days; in ileum higher
number of cells is found from 8 to 45 days; and in colon the highest number is found in
adults. We conclude that L-cells in alpaca are present from birth and the portions,

duodenum and jejunum,mostly.

Keywords: GLP-1, intestines, L cells, alpaca
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I. INTRODUCCION

Las alpacas son los camélidos domésticos de mayor importancia en la economia de los
Andes del Pert. Los camélidos sudamericanos domésticos, a veces en asociacion con ovinos,
constituyen el principal medio de utilizacién productiva de extensas areas de pastos naturales en
las zonas alto andinas donde no es posible la agricultura y la crianza exitosa de otras especies de
animales domésticos. Los camélidos convierten con eficiencia la vegetacion nativa de estos
ambientes en carne y fibras de alta calidad, ademas sus pieles y cueros tienen multiples usos
industriales y artesanales.

Las alpacas, como otras especies animales, especialmente en la etapa de lactacion, son
susceptibles de sufrir afecciones que los conducen incluso a la muerte de no recibir la cantidad
necesaria de energia en su dieta, o a causa de trastornos en el metabolismo de los carbohidratos.
Asi mismo, el desarrollo de la mucosa y del sistema inmune intestinal depende del alimento
consumido y su calidad, asi como de la implantacion de la flora bacteriana, ya que el animal
nace con un sistema digestivo estéril (Sklan, 2000; Ogra y Welliver, 2008).

La alta mortalidad de la alpaca en su etapa postnatal podria ser disminuida si se
conociera con detalle la fisiologia gastrointestinal en esta etapa, pues existen escasos estudios en

el desarrollo funcional del tracto intestinal de las crias de alpacas especialmente en la parte



absortiva de diferentes sustancias como la glucosa y de la regulacion de la homeostasis
energética. Pues es en el tracto digestivo donde se observa la mayor incidencia de patologias en
los primeros dias de vida las que cursan con una mortalidad.

Estudios demuestran que los camélidos sudamericanos presentan la habilidad de
mantener altas concentraciones de glucosa en sangre comparado con otras especies.

De alli que el presente estudio tiene por objetivo inmunolocalizar la distribucion de las
células enteroendocrinas L, productoras del péptido similar al glucagén (GLP-1), una incretina
de gran importancia debido a su funcién reguladora de la glucemia.

Esta tesis forma parte de un grupo de estudios que busca describir la normalidad de la
fisiologia digestiva en crias de alpaca, entre ellas:

e Identificacion inmunohistoquimica de transportadores de glucosa intestinal y absorciéon
de glucosa durante el desarrollo y maduracion del intestino delgado de crias de alpacas
(Rodriguez et al., 2012)

e Identificacion de las células de paneth en el intestino delgado de alpacas en los primeros
21 dias de edad. (Lira et al,. 2012)

e Ph de la superficie luminal de la mucosa gastrointestinal de crias de alpacas durante las
primeras semanas de edad. (Vasquez et al., 2012)

o Identificacion de células productoras de péptido tipo Glucagon-1 (glp-1) en epitelio

intestinal de crias de alpacas. (Vasquez et al. 2011)


http://www.scielo.org.pe/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=e&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=LIRA+M,+BORIS

II. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 CAMELIDOS SUDAMERICANOS: ALPACA

Nuestro pais es el centro de produccion mas importante de camélidos sudamericanos,
constituyendo un rol importante del poblador andino dentro de la actividad ganadera; los
ecosistemas sobre los cuales se desarrolla esta actividad estan por encima de los 4,200 msnm.
Tanto la alpaca como la llama son especies que durante un proceso de miles de afios se han
adaptado a este medio ecologico agreste, y en la actualidad brinda la posibilidad de ingresos
economicos. El Pert posee aproximadamente 4°961,765 de ejemplares entre llamas y alpacas
segin el MINAG (2007), por tanto es el primer productor a nivel mundial. La region Puno es la
que ostenta la mayor poblacion a nivel nacional, con aproximadamente 2°026,600 alpacas y
437,090 llamas (MINAG, 2007).

Los camélidos sudamericanos domésticos, a veces en asociacion con ovinos, constituyen
el principal medio de utilizacion productiva de extensas areas de pastos naturales en las zonas
alto andinas donde no es posible la agricultura y la crianza exitosa de otras especies de animales
domésticos. Los camélidos convierten con eficiencia la vegetacion nativa de estos ambientes en

carne y fibras de alta calidad, ademas sus pieles y cueros tienen multiples usos industriales y



artesanales. El estiércol es otro subproducto valioso que se usa como combustible para la
coccion de los alimentos y fertilizante para los cultivos; y por otro lado, la llama cumple ademas
una importante funcion de transporte (Ifiiguez y Alem, 1996).

De Los Rios (2006) estima que al menos un millon y medio de personas se dedican a la
crianza de camélidos en la region alto andina del Peru. Las 4reas productoras de camélidos en el
Pert incluyen las provincias con mayor pobreza y marginalizacion. En Bolivia por ejemplo, en
base a las estimaciones del INE Bolivia (2009) y UNEPCA (1999) es posible estimar que la
produccion de llamas beneficia entre 37.000 a 50.000 familias de productores de escasos
recursos; sin embargo, esta produccion aun no representa una via directa para reducir la pobreza
y la marginalizacion de sus productores, no obstante la demanda incrementada por los productos
de esta especie.

Segun comenta Ameghino (1991), el mayor porcentaje de muertes se concentran en la etapa
neonatal, estudio realizado en las organizaciones alpaqueras ubicadas en Puno y Junin. Al
parecer los primeros 30 dias son los mas criticos. Donde se evidencian claramente dos
tendencias en las mortalidades. La primera onda se observa muy tempranamente y ocurre en los
primeros dias de edad (hasta 4 dias) y la segunda entre 5 hasta los 30 dias de edad. En los
primeros dias las causasen la gran mayoria son productos de las inclemencias ambientales y/o
aparentemente de un inadecuado manejo y reportadas como nacidas muertas, muertas al nacer,
principalmente por inanicion e hipotermia. Ambas situaciones pueden desencadenarse
igualmente de nacimientos de crias débiles o traumatizadas por partos dificiles. La inanicion e
hipotermia también suelen observarse en crias aparentemente normales pero negadas por la
madre y/o en aquellos neonatos con dificultades para acceder rapidamente al calostro materno
(fuente de inmunoglobulinas y nutrientes).Las muertes a partir del 5-7 dias de nacido son en su
mayoria de origen infeccioso. (Ameghino y De Martini, 1991; Cid, 2010). Por tal motivo las

crias recién nacidas susceptibles a hipotermia, ya sea por los motivos anteriormente



mencionados o por haber nacido en época de granizada, nevada, lluvias fuertes o fuertes heladas
deben tener los mejores cuidados e implementacion de calostro y/o energizante para mantenerlas

a una temperatura y evitar la muerte. (Cid, 2010).

2.2 MUCOSA INTESTINAL

El desarrollo de la mucosa y del sistema inmune intestinal depende del alimento
consumido y su calidad, asi como de la implantacion de la flora bacteriana, ya que el animal
nace con un sistema digestivo estéril (Ogra y Welliver, 2008; Sklan, 2000). El porcentaje del
desarrollo del tracto intestinal al final de la gestacion es diferente en tres grupos de animales,
mientras que en humanos y primates es de un 70 - 90%, en los amimales de granja (cerdos
ovejas, vacas) es un 88-95% y en roedores y algunos animales carnivoros de un 94 a 97%. En
general los animales domésticos tienen un tiempo intermedio de desarrollo del intestino,
expresando grupos de genes que indican cambios de maduracién al nacimiento y al destete (entre
3 y 6 semanas postnacimiento), dependiendo de las especies (Sangild, 2006). En general la masa
celular del epitelio intestinal aumenta entre un 50 a 80% en los dos primeros dias en respuestas a
estimulos alimenticios hormonales y microbioldgicos medio ambientales del tracto (Sangild et

al, 2000; Schmidt et al, 2004).

La absorcion de nutrientes se ve afectada en enterocitos inmaduros siendo las
macromoleculas que ingresan por endocitosis las mas afectadas que los nutrientes que pasan
pasivamente o dependientes de concentracion (acidos grasos y fructosa); pero es mas importante
el transporte de monosacaridos como glucosa la que otorga los requerimientos energéticos del
neonato para su adaptacion al nuevo medio ambiente (Buddington et al., 2001). El ayuno y la
exposicion a patdgenos causa una disminucion en el crecimiento de las vellosidades intestinales,
haciendo al animal mas susceptible a infecciones de microorganismos patégenos (Sauter et al.,

2004).



En los camélidos sudamericanos los estudios de la fisologia del tracto intestinal han
determinado que existe una variacion del pH a lo largo del tracto intestinal que reflejan las
actividades digestivas secretoras como microbioldgicas de cada porcion del tracto (Esquerre y
Samaniego, 1976a; Vasquez et al., 2012), asimismo existe una disminucion progresiva de la
elevada glucemia observada al nacimiento hasta alcanzar valores similares al adulto alrededor
del cuarto mes de vida, y teniendose una concentracion ascendente de acidos grasos volatiles en
la sangre hasta el cuarto mes de vida, indicando que exiten tres estadios metabolicos en alpacas:
el estadio no ruminal (del nacimiento a 1 mes de edad), estadio transicional (entre el segundo y

el mes de vida) y estado rumiante (a partir del cuarto mes de vida) (Esquerre et al., 1976b).

Los estudios de metabolitos energéticos como carbohidartos han sido asociados con la
supervivencia neonatal en las crias de alpacas encontrandose una glucemia al nacimiento la que
disminuye exponencialmente en funcién a la edad, sin embargo el contenido de fructosa
plasmatica es mantenida en 0.lmg %, y cuando estos disminuyen existe un mayor riesgo de
mortalidad (Esquerre et al., 1979). Los encargados de permitir el ingreso de azucares simples
como la glucosa desde el intestino hacia la circulacion sistémica o hacia los tejidos son los

transportadores de glucosa (Rogers et al., 2002; Doege et al., 2001).

2.3 UBICACION INTESTINAL DE LAS CELULAS L
En humanos, las células que presentan inmunoreactividad al GLP-1 han sido detectadas
desde el yeyuno proximal hasta el recto con el uso de un anticuerpo monoclonal especifico para
el C-terminal de GLP-1 (Eisselle et al., 1992). La marcacion fue asociada especificamente a las
células enteroendocrinas L. de la mucosa intestinal, sobre todo en la parte basal. Encontrandose
un aumento continuo de la densidad (células/mm’superficie) de las células inmunorreactivas

desde la porcion proximal hacia la distal del colon, inclusive determinando un gran nimero



celular en el recto; variando la densidad de las células inmunorreactivas al GLP-1 segin las
especies en un orden caracteristico: ratas>cerdos>hombre (Eissele etal.,1992).

En el intestino de cerdos y del humano un gran nimero de células se encuentran en el
yeyuno distal y en el ileon; mientras que en las ratas la mayor densidad celular se da en el ileon.
Una vez mas, un aumento continuo del nimero de células positivas al GLP-1fue evidente desde
la porcion proximal a la porcion distal del intestino delgado y grueso. Estos datos morfologicos
indican que la secrecion del GLP-1 en el intestino delgado se da principalmente en la porcién
distal para detectar y responder a la presencia de nutrientes que han escapado a la superficie de
absorcion del intestino delgado proximal. El proglucagoén escindido en las células L del intestino
grueso muestran un proceso completamente eficiente, cuyo producto final es el GLP-1
bioldgicamente activo (Deacon et al. 1995),concluyéndose entonces que el intestino grueso es un

lugar potencialmente importante para la expresion del GLP-1.

2.4 PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON TIPO 1 (GLP-1)

2.4.1 Péptidos derivados del proglucagon

Los péptidos derivados de proglucagén (PGDPs) son codificados por el unico gen del
proglucagén. En tejidos especificos donde se realiza el procesamiento postraduccional es
necesario la accion de la enzima prohormona convertasa (PC). La PC 1 es esencial para la
generacion del péptido similar al glucagén (GLP) en las células enteroendocrinas (Dhanvantari
et al., 1996, Rothenberg et al., 1995), mientras que PC2 es fundamental para el procesamiento
del glucagon pancreatico en las células alfa de los islotes (Furuta et al., 1999, Rouille ef al.,
1994). Los PGDPs son producidos por las células endocrinas en respuesta a cambios de glucosa
en sangre (glucagon pancreatico en los islotes) o ingestion de nutrientes (GLP-1 y GLP-2 en el

intestino) y ejercen sus efectos a través de los receptores acoplados a proteinas G (GPCR). El



glucagén es liberado por las células alfa por los islotes pancreaticos en respuesta a la reduccion
de los niveles de glucosa en sangre y estimula la produccion de glucosa y la degradacion del
glucogeno en el higado. Los péptidos intestinales GLP-1 y GLP-2 regulan las multiples vias de
homeostasis de la energia y absorcion de glucosa, respectivamente. GLP-1 y GLP-2 también
aumentan el ntimero de células y la masa de la mucosa intestinal, respectivamente, por la

proliferacion cada vez mayor y la inhibicion de la apoptosis (Drucker, 2003).

2.4.2 Péptidos derivados del enteroglucagén

El término enteroglucagon se refiere a los GLPs intestinales, principalmente la glicentina
y oxintomodulina, que muestran la superposicion de inmunoreactividad cuando se incuban con
diversos antisueros dirigidos contra el glucagon. Glicentina y oxintomodulina son productos del
proglucagén en células endocrinas del intestino y son co-secretados por las células L del
intestino junto con el GLP-1 y GLP-2 (Orskov et al., 1986). Glicentina estimula la insulina e
inhibe la secrecion de glucagéon (Ohneda er al., 1995), inhibe la secrecion de acido gastrico
(Kirkegaard et al., 1982), regula la motilidad intestinal (Shibata er al. 2001) y estimula el
crecimiento del intestino (Drucker 1996, Myojo et al., 1997).

Oxintomodulina es un péptido de 37 aminoacidos que estimula la secrecion de insulina,
enlentece el vaciado gastrico, e inhibe la secrecion de acido gastrico (Jarrousseet
al., 1984 Jarrousseet al., 1985,Schjoldager et al.,1988, Schjoldager et al.,1989). Oxintomodulina
también estimula la absorcion intestinal de glucosa y disminuye la secrecion de enzimas
pancreaticas en ratas (Collie et al., 1997; Anini et al., 2000), mientras que la administracion
central intracerebroventricular de oxintomodulina conduce a una reduccion en la ingesta de
alimentos, tanto en roedores en ayunas como en alimentados (Dakin et al., 2001). El mecanismo
por el cual oxintomodulina ejerce estos efectos todavia no estd claro, sin embargo,
oxintomodulina muestra debilidad para activar el receptor del glucagon (GCGR) y pueden imitar

débilmente la accion del glucagén en higado y pancreas (Baldissera et al., 1988). Ademas, el
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efecto anorexigeno de oxintomodulina en ratas puede ser bloqueado por la exendina (Dakin et
al., 2001). Las acciones anorexigénicas de la oxintomodulina son detectables en ausencia de
receptores de glucagdn, pero estdn ausentes en ratones mutantes para el receptor GLP-1 (GLP-
1R), lo que sugiere que oxintomodulina regula la ingesta de alimentos a través del GLP-1R
(Baggio et al., 2004). La oxintomodulina reduce la ingesta de alimentos e induce la saciedad a

corto plazo en estudios en sujetos humanos sanos (Cohen et al., 2003).

2.4.3 Sintesis, secrecion, y degradacién de GLP-1

GLP-1 es una hormona peptidica de 30 aminoacidos sintetizado principalmente en dos
formas equipotentes molecularmente, el GLP-1(7-36) y GLP-1(7-37), siendo la forma
biologicamente activa el GLP-1 (7-36). Después de la ingestion de nutrientes, se pueden
identificar dos periodos de la secrecion de GLP-1: una fase temprana y una fase tardia. La
primera fase se inicia a pocos minutos de comer y puede durar de 30 a 60 min. La segunda fase
es mas prolongada, con una duracion 1-3 h después de una comida (Elliott et al., 1993;
Herrmann et al., 1995), y es probablemente atribuible a la interaccion directa de los nutrientes
digeridos en el lumen con las células L. La primera fase de la secrecion de GLP-1 es
probablemente regulada a través de una combinacién de mediadores neuronales y hormonales,
que siguen siendo poco conocidos (Rocca et al., 1999, Dube et al., 2000, Hansen et al., 2004).

GLP-1 se inactiva rapidamente y desaparece de la circulacion tras su secrecion por las
células L intestinales. La inactivacion del GLP-1 se da por la accién de la serina proteasa
dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV). Esta enzima “rompe” al GLP-1 en el pentiltimo residuo de
alanina para producir un producto NH2-terminal truncado incapaz de estimular la liberacion de
insulina a través del receptor GLP-1 (Mentlein et al., 1993; Kieffer et al., 1995). La vida media

de GLP-1 intacto evaluado después de la administracion exogena de péptidos es menor a 2



minutos en los roedores (Kieffer et al., 1995), en seres humanos normales y diabéticos (Deacon

et al., 1995).

2.4.4 Accion del GLP-1 y receptor del GLP-1 (GLP-1R)

El GLP-1 potencia la secrecion de insulina estimulada por glucosa y mejora la
biosintesis de insulina a través de la induccion de la expresion del gen de insulina (Drucker et
al., 1987, Fehmann et al., 1992). GLP-1 también estimula la somatostatina e inhibe la secrecion
de glucagon (Orskov er al., 1988). La activacion del GLP-1R aumenta la masa de células a
través de la estimulacion de la proliferacion y la neogénesis y la inhibicion de la apoptosis de las
células B (Drucker 2003, Li et al., 2003). El GLP-1 ejerce estos efectos a través de un GPCR, un
miembro de la familia de receptores glucagon-secretina (Thorens et al., 1993) que se expresa
ampliamente en los islotes pancreaticos, cerebro, corazon, rifibn y tracto gastrointestinal
(Thorens et al., 1993; Campos et al.,1994). Hasta la fecha solo se ha identificado un GLP-1R
que traduce la sefal proveniente del acoplamiento con el GLP-1 y que tiene efecto en el control
de la homeostasis de la glucosa. Curiosamente, se ha reportado que el GLP-1 mejora la
sensibilidad a la insulina y otras acciones en tejidos periféricos como el musculo, el higado y la
grasa. Por lo tanto, la presencia funcional de los receptores de GLP-1 con diferentes propiedades
de sefializacion en los tejidos periféricos como el musculo, la grasa y el higado sigue siendo
poco conocida.

El GLP-1 estimula la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C con la consiguiente activacion
de cAMP-dependiente de la proteina quinasa A (PKA) y la proteina quinasa C (PKC) que
conduce a un aumento del calcio citosolico en lineas celulares del pancreas (Drucker et al., 1987,
Holz et al., 1995). El GLP-1 aumenta la transcripcion de genes de la insulina de una manera
independiente de PKA (Skoglund et al., 2000). También se ha podido demostrar el papel que

juega el cAMP y los factores de intercambio del nucledtido guanina (GEFs) en la sefializacion

10



de cascada del GLP-1R en las células B y, mas concretamente para el cAMP GEF II (Kang ef al.,
2001, Kashima et al., 2001).

GLP-1 estimula la expresion génica de la insulina a través la activacion del factor
nuclear de células-T activadas (NFAT) (Lawrence et al., 2002) y la activacion de ERK a través
de un mecanismo dependiente de MEK, pero independiente de Raf y Ras (factores de
transcripcion génica) (Gomez et al., 2002).

La observacion de que el GLP-1 estimula la proliferacion y promueve la supervivencia
de las células B ha generado mucho interés en el potencial terapéutico de los agonistas de GLP-
IR para mejorar la masa de células § en diabetes. GLP-1 incrementa: la proliferacion celular,
fosfoinositol-3-quinasa y PDX-1 en las lineas de células de los islotes a través del factor de
crecimiento epidérmico (Buteau et al., 1999, Buteau et al., 2001, Buteau et al., 2003, Wang et
al., 2005). Los agonistas de GLP-1R también inducen la diferenciacion de las células exocrinas
del pancreas en un fenotipo endocrino, como lo demuestra el aumento de expresion de genes
especificos de las células B y el desarrollo de la secrecion de insulina estimulada por glucosa

(Zhou et al., 1999).

2.4.4.1 Acciones extrapancreaticas del GLP-1.

El GLP-1 inhibe el vaciamiento gastrico y aumenta la saciedad, lo que lleva a la pérdida
de peso tras el tratamiento crénico con agonistas de GLP-1R (Kinzing er al., 2002). Receptores
GLP-1 se han localizado en varias regiones del cerebro, incluyendo el hipotdlamo, que se sabe
regulan la homeostasis energética (Shughrue et al., 1996). Barragan et al. (1994) demostraron
que el GLP-1 ejerce efectos sobre el corazon en roedores, ellos demostraron que el GLP-1 o la
exendina-4 aumenta la presion arterial y frecuencia cardiaca en ratas, y Bose et al. (2005)
demostraron que la activacion de GLP-1R protege directamente al corazon contra el dafio por

isquemia/reperfusion en ratas Por el contrario, Gross et al. (2003) demostraron que GLP-1R en
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ratones mutantes muestran al final de la diastole ventricular izquierda elevada presion y aumento
del grosor de sus paredes. También se ha demostrado que la sefializacion de GLP-1 puede
modificar el aprendizaje y mejorar la neuroproteccion en los roedores (During et al., 2003).

La importancia fisiologica del GLP-1 se ha examinado usando antagonistas para GLP-
IR, tales como la exendina-9-39 y GLP-1R de ratones mutantes. La administracion de la
exendina-9-39 en ratas reduce la secrecion de insulina y aumentan el vaciado gastrico y los
niveles plasmaticos de glucagon, lo que lleva al incremento de la glucemia después de la ingesta
de glucosa. Estos resultados ilustran la importancia fisiologica de GLP-1 para el control de la
liberacion de hormonas de los islotes, la motilidad gastrointestinal y la homeostasis glucostatica
(Schirra et al., 1988; Edwards e al., 1999; Schirra et al,, 2006). Del mismo modo, ratones
mutantes (GLP-1R) muestran leve hiperglucemia en ayunas e intolerancia a la glucosa después
de la administracion de glucosa oral o intraperitoneal, en asociacion con defectos en la secrecion
de insulina estimulada por glucosa (Scrocchi et al., 1996). Ademas, los ratones GLP-1R-/ -
muestran una reduccion en el nimero de islotes grandes y defectos en la regeneracion de la masa
de las células B después de la pancreatectomia parcial, y una mayor susceptibilidad a la
apoptosis de las células B después de la administracion de estreptozotocina (Ling et al., 2001; De
Leon et al., 2003; Li et al., 2003). Por lo tanto, GLP-1 enddégeno es esencial para funcion de las

células B y la respuesta adaptativa de los islotes ante la injuria experimental.

2.4.4.2 Accion del GLP-1 sobre el sistema nervioso central
La observacion inicial de que la remocion de la glucosa y los niveles de insulina fueron
significativamente mayores después de la administracion oral de glucosa en comparacion con la
misma cantidad pero administrada por via intravenosa da lugar a postular que la homeostasis de
la glucosa estd parcialmente controlada por las hormonas peptidicas derivadas del intestino

(MclIntyre et al., 2005). De hecho, se ha establecido que este "efecto incretina" esta mediada por
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la secrecion postprandial de las hormonas incretinas, tales como péptido similar al glucagon 1
(GLP-1) (Druckeret al., 2006).

El GLP-1 es una potente hormona secretada por las células L de los intestinos (Varndell
et al., 1985) y por poblaciones discretas de neuronas (Jin et al., 2004). Tradicionalmente, esta
hormona intestinal se cree que regula la homeostasis de la glucosa a través de accion directa
sobre las células B para estimular la secrecion y la biosintesis de insulina, disminucion de la
secrecion de glucagon y promover en el pancreas el crecimiento de las células B (Drucker,
2006). La accion del GLP-1 a nivel central ha sido asociada con el control de la ingesta de
alimentos (Turton et al., 1996). Sin embargo, los estudios emergentes estan apuntando a la
regulacion de GLP-1 en la homeostasis de la glucosa periférica a través de la accion directa
sobre el sistema nervioso central. En la utilizacion via endovenosa de antagonistas o agonistas
del GLP-1, se encontré que su accion sobre el sistema nervioso central esta implicado en la
sefializacion de la regulacion de la secrecion periférica de insulina y en la disponibilidad para la
utilizacion de glucosa, que en conjunto aumenta el almacenamiento de glucégeno hepatico, en
respuesta a un siguiente ayuno (Knauf et al., 1964).

El mRNA del GLP-1R esta presente ampliamente en el cerebro, incluyendo en el
hipocampo, en los nticleos del hipotdlamo tales como el arcuato (ARC) y paraventricular
(PVN), y en el cerebro posterior (Merchenthaler er al., 1999). De estos sitios, se sabe que en el
PVN y rombencéfalo median el efecto anorexigénico del GLP-1 en el SNC (Grill et al,
1988;Turton et al., 1996; McMahon y Wellman, 1998). Curiosamente, a pesar de que los
receptores de GLP-1 se encuentran en el ARC, este no regula la ingesta de alimentos. La
administracion de GLP-1 en el ARC reduce eficazmente la produccion de glucosa hepatica, un
evento no reproducible con la administracion de GLP-1 en el PVN.

A pesar de que atin no se han aclarado la activacion del sistema GLP-1 en el SNC y su

forma de regular la homeostasis de la glucosa, la activacion de los canales de K dependiente de

13



ATP(Katp) representa un posible candidato, pues la administracion de bloqueadores de los
canales Karp impidi6 la supresion de GLP-1 inducida por la produccion de glucosa. Ademas, el
efecto supresor del GLP-1 central por la glucosa parece estar mediado por POMC ya que los
receptores de GLP-1 en gran parte estan colocalizados en el POMC y no en las neuronas del

NPY/AgRP en el ARC (Sandoval ef al., 2008).

2.4.5 GLP-1Yy el balance energético
El GLP-1, un producto de los genes del proglucagon (GCG), es secretada a la
circulacion portal hepatica a partir de células L intestinal en respuesta a la ingestion de nutrientes
(Baggio y Drucker, 2007; Holst, 2007,). Numerosos factores han sido implicados en la
regulacion de la secrecion de GLP-1, incluyendo nutrientes y fibra dietética, sefializacion
neuronal intestinal de proximal a distal, neurotransmisores y otras hormonas gastrointestinales,
receptores acoplados a proteina G activados por acidos grasos libres, asi como los receptores de

gusto en las células L.

El GLP-1 es quizas la incretina de mayor efecto para estimular la secrecion de insulina
de las células B del pancreas (Baggio y Drucker, 2007; Holst, 2007). Ademas de ser producidas
por las células L intestinales; el GLP-1 también es producido por el nucleo caudal del tracto
solitario y en el nucleo ventrolateral del hipotalamo (Merchenthaler et al., 1999), y los receptores
de GLP-1 (GLP-1R) se expresan en el cerebro posterior y en los nucleos del hipotalamo los

cuales se encargan de regular el balance energético (Goke et al., 1995).

2.4.5.1 Balance energético por acciéon del GLP-1 a nivel central
La evidencia sobre el papel del GLP-1 en la regulacion del balance energético fue

reportada por primera vez en 1996, pues su administracion a nivel central causa la inhibicion de
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la ingesta de alimentos solidos en las ratas (Tang-Christensen, 1996; Turton, 1996), siendo este
efecto a corto plazo (1-2 h). Ademas, el efecto anorexigeno de GLP-1 parece estar mediado
principalmente a través del GLP-1R central, pues la administracion periférica de GLP-1 ejerce
poco o ningun efecto sobre la ingesta de alimentos (Navarro, 1996). GLP-1 también participa el
eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA) en ratas (Larsen et al., 1997) y la actividad del GLP-1R
en el nucleo paraventricular y el nucleo central de la amigdala es necesaria para mediar
respuestas neuroendocrinas y de comportamiento ante los factores estresantes interoceptivos y
psicogena (Kinzig et al., 2002; Kinzig, 2003). A su vez, los factores de estrés fisioldgico, asi
como los glucocorticoides se modulan por la transcripcion de GCG en la parte posterior del
cerebro (Zhanget al., 2009). En los roedores, la actividad del sistema nervioso simpatico es
necesaria para mediar varios efectos del GLP-1R a nivel central, incluyendo la inhibicion del
vaciado gastrico, la inhibicién de la adipogénesis y la hiperglucemia inducida por exendina
(Nakade et al., 2006; Nogueiras, 2009; Pérez-Tilve, 2010). Finalmente, la actividad del GLP-1R
central es la de regular la homeostasis de la glucosa, especificamente por la deteccion de glucosa
a nivel intestinal, estimulando la secrecion de insulina, modulando el metabolismo de glucosa en
el muasculo e higado, posiblemente por redistribucion del flujo sanguineo periférico (Knauf,

2005; Cabou, 2008; Knauf, 2008; Sandoval et al., 2008).

2.4.5.2 Balance energético por accion del GLP-1 a nivel periférico
Inicialmente se describié como posible rol central del GLP-1 la sefal de saciedad; lo
cual se baso principalmente en los informes sobre la consiguiente anorexia después de la
administracion central de GLP-1 versus una anorexia leve tras la administracion periférica de
GLP-1 (Tang-Christensen, 1996; Turton, 1996; Navarro, 1996). Esta hipotesis fue apoyada por

el conocimiento que GCG y GLP-1R son expresados en areas clave del sistema nervioso central
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conocidos por su rol de regular la ingesta de los alimentos (Shimizu, et al., 1987; Shughrue et
al., 1996; Merchenthaler ef al.,, 1999). Ademas, el hecho de que el GLP-1 circulante se degrada
rapidamente por la enzima dipetidyl peptidasa-4 (DPP-4) fue el factor desfavorable en la
activacion central de GLP-1R por el GLP-1 periférico (Mentlein et al., 1993).

Sin embargo, informes sobre la anorexia marcada en ratas después de la administracion
periférica de exendina sugiere la posibilidad de que GLP-1 periférico puede reducir la ingesta de
alimentos, a través de la activacion de GLP-1R periféricos (Rodriguez de Fonseca, 2000;
Szayna, 2000). No obstante, estos resultados fueron facilmente explicados por la mayor
estabilidad de la exendina en la circulacion, asi como la capacidad de exendina en cruzar la
barrera hematoencefalica en ratones (Thum, 2002; Kastin y Akerstrom, 2003). Por lo tanto,
sigue siendo posible que la exendina periférica produzca la reduccion de la ingesta a través de la
activacion directa de GLP-1R en el SNC.

En un estudio realizado en ratones donde la administracion periférica de la albimina
conjugada con GLP-1 y la exendina, una modificacion que impide que estos péptidos crucen la
barrera hematoencefalica, redujo significativamente el consumo de alimentos en estos animales
(Baggio et al., 2004; Baggio et al., 2008), lo que sugiere que estos efectos no dependen de la
activacion directa de GLP-1R en el SNC. Sin embargo, estos efectos podrian ser mediados a
través GLP-1R que se encuentra en organos circunventriculares al cerebro, tales como el area
postrema y 6rgano subfornical (Goke et al., 1995; Merchenthaler et al., 1999). Un estudio pone
en duda esta explicacion, ya que los investigadores observaron una respuesta anoréxica intacta a
la inyeccion intraperitoneal de exendina en ratas con lesiones de la zona postrema, 6rgano
subfornical o ambos (Baraboi ef al., 2010). Sin embargo, este hallazgo no debe ser considerado
como definitivo, ya que la dosis de exendina intraperitoneal utilizadas en estos estudios pueden

haber sido lo suficientemente altas para activar GLP-1R central y provocar anorexia.
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El trabajo de Williams y sus colegas en ratas tratadas con exendina proporcionan
evidencia sustancial a favor de un mecanismo periférico de GLP-1 para inducir anorexia, asi
como el papel de GLP-1 periférico enddgeno en la regulacion de la ingesta de alimentos. En
concreto, la administracion intraperitoneal aguda de exendina aumenta la ingesta de alimentos, y
el tratamiento previo con exendina intraperitoneal bloquea la anorexia en respuesta a una
precarga de nutrientes, lo que indica que la saciedad inducida por nutrientes en parte mediada

por el GLP-1 (Williams et al., 2009).

2.4.5.3 Control energético por el GLP-1 a corto y largo plazo
Existe la hipotesis que GLP-1regulala ingesta de alimentos solo a corto plazo entre
comidas. A pesar que este papel fue atribuido inicialmente al GLP-1 central, la evidencia
demuestra que GLP-1periféricoactia como un sefializador de saciedad derivado del intestino
similar a la accion de CCK, que confirmaria que GLP-1 periférico permite la regulacion a corto
plazo del balance de energia. Sin embargo, GLP-1periférico también puede interactuar con
reguladores del balance energético a largo plazo como la leptina, lo que implica que jugaria un

rol en la regulacion del balance energético a corto y largo plazo (Barrera ef al., 2011).

Uno de los mecanismos propuestos por el cual la leptina reduce la ingesta de alimentos
es mediante el aumento de la sensibilidad de sefiales periféricas de la saciedad. Confirmando
esta hipotesis, se ha demostrado en ratones que la administracion sub-umbral combinada de
leptina y CCK, no reducen significativamente el consumo de alimentos cuando se administra de
forma individual, reducen la ingesta de alimentos en un corto plazo, siendo este efecto
bloqueado por cualquier capsaicina o por la CCK-A antagonista de los receptores devazepida
(Barrachina et al., 1997). Una respuesta anorexigena similar se ha observado con la coinfusion

de leptina intracerebroventricular y CCK intraperitoneal en ratas (Emond e al., 2006).
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Williamset al. (2006) demostraron una relacion similar entre la leptina y GLP-1
periférico. Primero, la administracion intraperitoneal de dosis fijasdeGLP-1reduce acorto plazo
el consumo de alimentos en ratones sanos pero no en obesos. En segundo lugar, la
administracion combinada a dosis subumbral de leptina intraperitoneal o intracerebroventricular
con GLP o exendina intraperitoneal reducen la ingesta de alimentos y el peso corporal. En tercer
lugar, los efectos anoréxicos de GLP-1 y la exendina intraperitoneal son significativamente

debilitados por el ayuno, pero restaurados por el reemplazo cronico de leptina subcutanea.

La evidencia de una relacion entre el GLP-1central y leptina se remontan a la década de
los 90, cuando Goldstone informé de la presencia de los receptores de leptina en las neuronas
GCG del cerebro posterior de raton, asi como anorexia inducida por leptina
intracerebroventricular (Goldstone,et al., 1997). Poco tiempo después, se reportd que la
inyeccion intracerebroventricular de la leptina previene el ayuno inducido por la disminucion de
la expresion hipotaldmica GLP-1ydel GCG en el cerebro posterior en ratas (Goldstone, 2000).En
conjunto, estos datos sugieren que la leptina regula positivamente al GLP-1 central, y sugieren
que el GLP-1 central a diferencia de otros neuropéptidos tiene una actividad critica bajo la
influencia de la leptina. Esta hipotesis proviene de la constatacion de quelas neuronas GCG del
cerebro posterior en ratas se activan por la leptina. Por otra parte, la leptina despolariza
directamente a las neuronas GCG del rombéncefalo del raton (Elias, 2000; Hisadome et al.,

2010).

Sin embargo, aunque el bloqueo de la accion intracerebroventricular de leptina con
exendina intracerebroventricular ha sido replicado en ratas (Nowak y Bojanowska, 2008),
experimentos en ratones mutantes (GLP-1R) demostraron una respuesta anorexigénica normal
por leptina exogena (Scrocchi et al., 1997), lo que contrasta con el papel critico de GLP-1

central tras su activacion por leptina o sugiere el desarrollo de alglin tipo de compensacion.
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Ademas, las discrepancias entre los efectos de la leptina en las neuronas GCG del
cerebelo en ratones versus ratas han sido reportados. La leptina intraperitoneal induce la
fosforilacion de STAT3 en el raton, pero no en neuronas GCG del cerebro posterior de ratas.
Asimismo, la leptina intraperitoneal previene la disminucion del ayuno inducida por la expresion
de GCG en rombencéfalo de ratones pero no de ratas (Huo et al., 2008). A pesar de estas
discrepancias, se plantea la posibilidad de diferencias entre especies en la relacion entre la
leptina y GLP-1 central, es importante tener en cuenta que los ratones y las ratas se mantuvieron
en ayunas por la misma cantidad de tiempo y fueron sacrificados en el mismo intervalo de
tiempo después de la administracion intraperitoneal de leptina en los estudios respectivos. Por lo
tanto, las diferencias observadas entre especies puede ser un factor secundario a las diferencias
en el impacto relativo de un ayuno de 24 horas y/o del tiempo de accion de la leptina en ratones

en comparacion con las ratas.

Las diferencias entre el efecto del ayuno sobre la expresion del GCG en el cerebro
posterior en ratones frente a las ratas sugiere una interpretacion alternativa de los datos. Debido a
que un ayuno de 24 h probablemente resulta en una mayor pérdida de peso en los ratones en
comparacion con las ratas, tal vez la expresion de GCG en el cerebro posterior se asocie mas con
el estado de energia de todo el cuerpo que con el ayuno a corto plazo o el estado de
alimentacion. De hecho, esta hipotesis es apoyada por los trabajos de Vrang et al. (2008),
quienes han informado sobre un incremento en la expresion significativa de GCG en el
robencéfalo de ratas obesas en comparacion con magras. Por otra parte, aunque no se reportd
como una correlacion significativa, si se notd una asociacion positiva entre los niveles de
expresion del ARNm del GCG del cerebro posterior y el peso corporal en ratas magras que

estaban con restriccion alimenticia, ad libitum o sobrealimentados.
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Primeaux et al. (2010) han informado de una asociacién muy similar entre la expresion
de GCQG intestinal y el peso corporal en las ratas resistentes a la obesidad y las propensas a la
obesidad mantenidas con una dieta baja en grasa o sin grasa. En conjunto, estos datos sugieren
que la expresion GCG tanto en cerebro posterior e intestino varia directamente con el peso

corporal.

Por otro lado, la expresion de GCG no esta muy asociada con el peso corporal, sino mas
bien con la adiposidad corporal. Knauf et al. (2008) han reportado una mayor expresion de GCG
en el cerebro posterior en ratones alimentados con una dieta alta en contenido de grasa y baja en
carbohidratos. Curiosamente, estos animales no presentaron diferencias significativas en el peso
corporal que los grupos controles. Sin embargo, los datos sobre la condicion corporal no fueron
informados, por lo que el consumo de una dieta con alto contenido de grasa y baja en
carbohidratos puede tener como resultado un mayor almacenamiento de tejido adiposo corporal,
a pesar de una falta de aumento de peso. De la misma forma, se ha observado una correlacion
positiva significativa entre la expresion de GCG en el rombencéfalo y el peso corporal en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa, lo que hace atin mas fuerte la relacion entre la expresion
de GCG en el cerebro posterior y la adiposidad corporal (Barrera, 2011); datos que en conjunto
apoyan la hipétesis de que la expresion de GCG en el cerebro posterior ¢ intestinal varia
directamente con el tamafo de los almacenes periféricos del tejido adiposo, curiosamente, esta

relacion puede existir independientemente de la leptina.

2.4.6 Relacion del GLP-1 con la obesidad y la pérdida de peso
La evidencia que la expresion de GCG centrales y periféricos varia en proporcion directa
al almacenamiento de tejido adiposo corporal, incrementa la posibilidad de que la fisiologia del

GLP-1 se vea alterada en estados de obesidad. Sin embargo, poco se sabe acerca de la naturaleza
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de estos cambios, ya que no es posible interpretar los niveles de expresion génica de GCG como

un sustituto de la actividad del sistema del GLP 1.

El GLP-1R en ratones mutantes no mostré diferencias entre la ingesta de alimentos
“normal” y el peso corporal y la hiperfagia y el aumento de peso inducidas por una dieta alta en
grasas en comparacion con ratones normales (Scrocchi, 1996; Scrocchi y Drucker, 1998). Sin
embargo, otros experimentos demostraron que ratones mutantes muestran posteriormente un
desbalance hipermetabdlico, con aumento en la ingesta de alimentos, en el gasto de energia

durante la actividad, pero una respuesta normal ante una dieta alta en grasas (Hansotia, 2007).

Considerando que los resultados actuales sobre los modelos colectivos de raton indican
poco o ningun efecto global de GLP-1 en la pérdida del peso corporal o en la sensibilidad a la
obesidad inducida por dieta, los modelos de rata muestran un “cuadro” distinto. Es asi, que se
inform6 de hiperfagia sostenida y aumento del peso en respuesta a las repetidas inyecciones
diarias de exendina a nivel intracerebroventricular, lo que sugiere que la actividad central de
GLP-IR inhibe la ingesta de alimentos y el aumento de peso (Meeran, 1999). Estos hallazgos
han sido confirmados en otros estudios donde la hiperfagia asi como el aumento de la ganancia
de peso y la adiposidad, se muestra en la respuesta a la infusion cronica intracerebroventricular
de exendina (Barrera, 2011). Esta respuesta anabolica no fue significativamente diferente en
ratas alimentadas con comida estandar o con una dieta alta en grasas, lo que sugiere que la
actividad GLP-1R central no se ve alterada por la obesidad o por el exceso de ingesta de grasa.
Sin embargo, Vrang (2008) informé de una mayor sensibilidad a los efectos hiperfagicos tras la
administracion intracerebroventricular de exendina en ratas obesas en comparaciéon con ratas
magras, lo que sugiere que la obesidad esta asociada con una mayor actividad del GLP-1R

central.
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Una tercera posibilidad es que la obesidad esta asociada con "la resistencia al GLP-1 en
el SNC”, una hipotesis planteada por el trabajo de Al-Barazanji et al. (2000), donde el efecto
anorexigeno de la administracion centralizada de exendina es menor en obesos frente a ratas
magras. Entonces, la obesidad puede estar asociada con problemas en la secrecion de GLP-1,
asociado a las células L en ratones y corroborado por varios estudios que reportan disminucioén
plasmatica y de secrecion de GLP-1 en individuos con obesidad (Ranganath, 1996; Vilsboll et

al., 2001; Anini y Brubaker, 2003; Vilsboll, 2003; Muscelli, 2008; Carr, 2010).

Las especulaciones del papel de GLP-1 en el tratamiento de la obesidad esta en curso
desde que se descubrio que la administracion central de GLP-1 reduce la ingesta de alimentos en
ratas (Tang-Christensen, 1996; Turton, 1996). Aunque los estudios iniciales que emplean la
administracion intracerebroventricular crénica o repetitiva de GLP-1 en ratas produjeron
resultados variables con respecto a la permanente anorexia y pérdida de peso ( Donahey et al.,
1998; Meeran, 1999), estudios de toxicidad cronica con el agonista exendina, de accion

prolongada sobre GLP-1R, han sido muy prometedores.

En conjunto, los datos actuales apoyan un modelo mediante el cual el GLP-1 periférico y
central se combinan para regular finalmente el equilibrio energético a corto y largo plazo. En
base a alimentos determinados, los nutrientes intraluminales estimulan a las células intestinales
L para secretar GLP-1, que actian localmente a través del GLP-1R expresado en terminales
nerviosas aferentes vagales intestinales para iniciar la retroalimentacion a los nucleos claves del
cerebro posterior, tales como el nucleo caudal del tracto solitario. Estos niicleos del cerebro
posterior integran una variedad de sefiales relacionadas a la ingesta de alimento que incluyen
niveles plasmaticos de GLP-1 y la distension gastrica y, a su vez, modulan la neurotransmision

eferente para promover la saciedad.
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En el cerebro posterior las neuronas GCG y el GLP-1R participan en este circuito de
retroalimentacion, tal vez especificamente como mediadores de la saciedad inducida por la
distension gastrica, sin embargo, también puede integrar sefales iniciadas por el GLP-1
periférico. Ademas, la leptina aumenta los efectos de saciedad del GLP-1 periférico y central,
quizas a través de la estimulacidon directa de la secrecion del GLP-1 o indirecta por la

modulacion de su accidn sobre sus receptores neuronales (Barrera et al., 2011).

Considerando que tanto a nivel central y periférico el GLP-1 regula a corto plazo el
balance de energia a través de un circuito de retroalimentacion intestino-cerebro posterior, el
GLP-1 central también regula a largo plazo el balance de energia, como lo demuestran los
estudios donde hubo pérdida de la funcion de GCG-expresado en neuronas en el ntcleo caudal
del tracto solitario y la actividad del GLP-1R central. Ademads, el GLP-1 central actia como un
mediador de la accion de la Ieptina central, que es potencialmente un mecanismo por el cual el
GLP-1 central regula la adiposidad corporal total. Por ultimo, la actividad central del GLP-1 esta
alterada en la obesidad y se caracteriza por deterioro en la secrecion del GLP-1. Esta hipotesis es
coherente no sélo con los datos que demuestran la disminucion de los niveles de GLP-1 que
circulan en los seres humanos con obesidad, sino también con el hecho de que los agonistas

GLP-1R conservan su eficacia en estos individuos (Barrera et al., 2011).

2.5 Tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en camélidos sudamericanos

Un estudio realizado por Firshman et al.,, 2013,determina que los camélidos
sudamericanos tienen una baja secrecion de insulina inducida por glucosa y una marcada
resistencia a la insulina comparada con otras especies. Otro trabajo realizado por Cebra et al.,

2005 demuestra que las crias de llama tienen una tolerancia a la glucosa y resistencia a la
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insulina mayor a la de los adultos. Ueda J. et al.2004, demuestra que los camélidos
sudamericanos presentan la habilidad de mantener altas concentraciones de glucosa en sangre y
atribuye que esto es debido a la baja concentracion de insulina plasmatica, lenta remocion de

glucosa y parcial resistencia celular a la insulina en camélidos.
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III. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 Lugar de estudio
El estudio se llevd a cabo en comunidades alpaqueras de los departamentos de Puno y
Cuzco, a una altitud superior a los 3800 metros sobre el nivel del mar; que permitieron obtener
animales mantenidos bajo las mismas condiciones de alimentacion y manejo. El procesamiento
de muestras y resultados se realizé en el Laboratorio de Fisiologia Animal FMV-UNMSM en

el departamento de Lima.

3.2 Animales
Se utilizaron 36 crias de alpacas de 0 (menores a 24h de nacidos) a 45 dias de edad y
adultos procedentes de las comunidades alpaqueras ya mencionadas. El procedimiento
experimental se realizd en animales aparentemente sanos y fueron distribuidos en grupos

etarios de acuerdo a su edad:

Edad (dias) 0 1-7 8-15 16-21 27-34 35-45 | Adultos

N° animales 3 6 6 8 8 5 3
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La edad de los animales se confirmé con los registros zootécnicos proporcionados por los
duefios de los animales de las comunidades alpaqueras. Todos los animales fueron animales

considerados de descarte por los comuneros y destinados al consumo humano.

3.3 Materiales
3.3.1 Material para la recoleccion de muestras

- Frascos de plasticos con tapa rosca de 50mL de capacidad.
- Formol tamponado al 10%.

- Hojas de afeitar.

- Estuche de diseccion.

- Cinta adhesiva de 2”.

- Cuchillos.

- Jeringas descartables de 20mL.

- Gasa.

- Algodon.

- Costdtomo.

- Pentobarbital sodico al 6,5% (Halatal).

3.3.2 Equipos y materiales para el procesamiento de muestras mediante
inmunohistoquimica.
3.3.2.1 Sustancias, reactivos y colorantes:

- Xilol.

- Alcohol de 70°, 80°, 90°, 96° y 100°.
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- Parafina.

- Agua destilada con un pH de 7,1.

- Metanol.

- Peroxido de hidrogeno.

- Solucidn salina buffer fosfato (PBS).

- Solucién buffer citrato, pH 6.0.

- Albiimina sérica bovina (BSA) al 1%.

- Albiimina sérica bovina (BSA) al 0.1%.

- Hematoxilina de Harris

- Kit ABC de conejo (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)

- Anticuerpo primario anti-GLP-1 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).
- 3’3 Diaminobenzidina (DAB) (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA)

- Poly-L-lisina (Sigma Aldrich, USA)

3.3.2.2 Equipos de laboratorio:

- Estufa.

- Equipo de procesamiento de muestras.

- Horno microondas.

- Micrétomo.

- Copas de coloracion.

- Cubetas de coloracion de plastico y vidrio.

- Moldes de parafina.
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- Laminas cubreobjetos y portaobjetos.
- Microscopio trinocular con luz incorporada y camara digital incorporada.
-Software AXIOVISION para camaras Canon.

- Computadora.

3.4 Metodologia
3.4.1 Sacrificio de los animales

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de solucién anestésica de
pentobarbital sodico al 6,5% via vena yugular, previa inmovilizacién del animal, para luego

proceder con el sangrado del animal.

3.4.2 Apertura del animal

Una vez sacrificado el animal, se colocé en posicion decubito dorsal y se realizd un corte
a nivel de la linea media del abdomen desde la region xifoidea hacia la parte anterior del pubis;
luego se seccioné la pared abdominal mediante dos cortes transversales, de la region umbilical
hacia el lado derecho e izquierdo, respectivamente entre el arco costal y la protuberancia pélvica

y se removid el omento mayor de su insercion natural.

3.4.3 Toma de muestras intestinales para inmunohistoquimica

Se tomaron muestras de entre 3 a 5 cm de longitud de la zona media de duodeno,
yeyuno, ileon, ciego, colon (ascendente, transverso y descendente) las cuales fueron lavadas con
formol tamponado al 10% en la zona de la luz intestinal, luego fueron colados en frascos de
plastico conteniendo formol tamponado al 10% por un minimo de 48 h, para luego ser

transportados al Laboratorio de Fisiologia Animal en la ciudad de Lima.

3.4.4 Procesamiento de muestras intestinales fijadas en formol

Las muestras fijadas fueron reducidas con ayuda de hojas de afeitar a un tamafio
aproximado de 0,5 cm de longitud conservando la forma circular del intestino para luego ser

colocadas en capsulas debidamente identificadas procediendo al lavado con agua corriente
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durante 6 horas, luego fueron colocados en el equipo de procesamiento de muestras para

parafinado (ANEXO I).

3.5 Determinacion del péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) mediante
inmunohistoquimica

Las muestras una vez procesadas fueron incluidas en parafina, para luego ser cortadas a
un grosor de Sum y colocadas en ldminas portaobjetos embebidas en Poly-L-lysina (laminas
positivadas). Las laminas fueron sometidas a desparafinado e hidratacion (ANEXO II). Luego de
la cual se realizé la inmunohistoquimica (ANEXO III), haciendo uso el anticuerpo primario

monoclonal de ratén antiGLP-1(sc-73508, Santa Cruz Biotechnology).

Como controles positivos se utilizé ileon y colon ascendente de ratén y como control
negativo se utilizaron las mismas muestras en las cuales se reemplazé el anticuerpo primario por

BSA 0.1%.

Para finalizar se realizo el proceso de deshidratacion y montaje (ver anexo), para luego

observar las laminas al microscopio

3.6 Analisis de Imagenes

Las imagenes se capturaron con un microscopio trinocular (modelo Primo Star) para
examenes en campo claro en luz transmitida con un ocular WF 10x/20, objetivos de, 40X y
100X, y con una camara digital Canon Powershot G9 de 12 megapixeles montada sobre el

microscopio y conectada con una computadora de alto rendimiento (Intel Pentium Dual Core).

El estudio consistio en la marcacion especifica de las células L productoras de GLP-1en
el eje cripta vellosidad, las cuales se observaron de color marrén dorado, de forma similar a una

“gota de agua”.

Las células positivas fueron contadas en cada muestra,seleccionandol5 ejes cripta-

vellosidad al azar, por corte intestinal, para todas las porciones intestinales(Zanuzzi et al., 2010).
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FIGURA 1. Célula L (productora de GLP-1) ubicada en la cripta de

Lieberkiihn de la mucosa intestinal de colon de alpaca, de 18 dias de

edad, mediante inmunohistoquimica y contrastada con hematoxilina

de Harris, 400x.

3.7 Analisis estadistico

Se utilizé analisis de varianza de un factor, con un nivel de confianza del 95%, para
determinar las diferencias entre los valores del numero de células entre las diferentes

porciones intestinales y las diferentes edades.
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IV.RESULTADOS

Se determind la presencia de células L (productoras de GLP-1) en crias de alpaca, desde
el nacimiento hasta los 45 dias de edad, asi como en adultos de la misma especie, en duodeno,

yeyuno, ileon, ciego y colon (Figura 1,2,3,4,5 y 6).

Respecto a los grupos etarios, se observa que en el grupo de recién nacidos, el yeyuno es
la porcion que contiene mas células L (productoras de GLP-1) (Figura 3); mientras que en los

demas grupos son el yeyuno e ileon.

Respecto a la ubicacion, en el duodeno se aprecia un aumento de células L a partir de los
8 dias en adelante. En el yeyuno, el mayor nimero se encuentra en los recién nacidos; en el ileon
(Figura 3), entre los 8 a 45 dias de edad, mientras que en el ciego y en el colon, el mayor nimero

se observa en el grupo de animales adultos.
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FIGURA 2.Célula L (productora de GLP-1) ubicada en la cripta
de Lieberkiihn de la mucosa intestinal del yeyuno de alpaca, de 21
dias de edad, mediante inmunohistoquimica y contrastada con

hematoxilina de Harris, 400x.

FIGURA 3.Célula L (productora de GLP-1) ubicada en la cripta de

Lieberkiihn de la mucosa intestinal del yeyuno de alpaca, de 1 dia
de edad, mediante inmunohistoquimica y contrastada con

hematoxilina de Harris, 400x.
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FIGURA 4. Célula L (productora de GLP-1) ubicada en la zona
apical de la vellosidad del yeyuno de alpaca, de 5 dias de edad,
mediante inmunohistoquimica y contrastada con hematoxilina de
Harris, 400x

FIGURA 5. Célula L (productora de GLP-1) ubicada en la zona

apical de la vellosidad del colon de alpaca, de un recién nacido,
mediante inmunohistoquimica y contrastada con hematoxilina de

Harris, 400x.
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FIGURA 6. Célula L (productora de GLP-1) ubicada en la zona

apical de la vellosidad del colon de alpaca, de 18 dias de edad,
mediante inmunohistoquimica y contrastada con hematoxilina de

Harris, 400x.
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Cuadro 1. Nimero de células L en intestino de alpacas (células L/eje cripta vellosidad)

expresados en X = DS. ANOVA DE UN FACTOR

EDAD DUODENO  YEYUNO ILEON CIEGO ¢ CC&LD%T\ITE

lec(igzgs 0.63 +0.71* 1.73 £ 0.64" 0.67 £ 0.72" 0.53 +0.64" 0.47 +0.51"

1-7 DIAS 0.66+0.56"  128+0.63"2  1.23+0.58" 0.39 + 0.49°' 0.58 +0.59*'2
8-15 DIAS 0.96 £ 045  1.17+0.46" 1.71 £0.88" 0.49 + 0.59°" 0.6 + 0.49"
16-21 DIAS 0.85+0.48"  123+048"7  1.34+0.50"" 0.43 + 0.54°! 0.75 + 0.69*'*
27-34 DIAS 1.01 £0.45  1.34+0.60°2  1.45+0.65" 0.54 +0.57°! 0.82 + 0.58"
35-45 DIAS 0.95+045%  1.45+0.62" 1.75 + 0.74% 0.47 +0.57% 0.84 + 0.68"
ADULTOS 1.17£0.87°  1.24+0.44 1.3 +0.47% 0.6 £0.62" 1.2+0.61%

a,b,c: Comparacion por porcion intestinal(letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa)

1, 2,3: Comparacion por grupos etarios (nimeros distintos indican diferencia estadisticamente significativa)
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V. DISCUSION

Las células L, productoras de la hormona intestinal GLP-1, tienen por funcién sensar el
ingreso de algunos nutrientes y secretar GLP-1 para mantener la homeostasis energética directa
o indirectamente. La forma directa es a través de su accionar en el centro del apetito,
ocasionando la saciedad, disminuyendo la motilidad gastrica; mientras que la forma indirecta es
a través de su accion sobre las células Beta pancreaticas, estimulando la secrecion de insulina e
incrementando la proliferacion celular (Stoffers et al., 2000; Rolin et al., 2002). Todos estos
mecanismos mencionados son importantes en las diferentes etapas de vida en los mamiferos, en
especial en neonatos, donde una descompensacion de los mecanismos de la homeostasis
energética, podria devenir en la susceptibilidad del animal a padecer enfermedades. Pues, el
GLP-1 tiene como funcion importante estimular la secrecion de insulina (Bayon et al.,2010), y
esta a su vez permite tener reservas energéticas (Cunningham, 2009), la cual es importante por
las altas demandas energéticas de la cria de alpaca(Cid, 2010).De alli, que en nuestro estudio el
hallazgo de este tipo celular desde el nacimiento hasta la etapa adulta (cuadro 1) permite
establecer que el rol de la homeostasis energética es regulado también por las células L, como
sucede en otras especies donde también se ha podido evidenciar la presencia de estas células
(Eissele et al., 1992), sin embargo, estos hallazgos no nos permiten esclarecer los niveles altos

de glucosa sanguinea que presentan las alpacas principalmente en los primeros meses de vida
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Las alpacas en la etapa de lactacion obtienen su fuente de energia (glucosa) de la leche que
consumen, para luego adicionar a su dieta las pasturas que ingieren a partir de pocos dias
después de nacer. Estos alimentos fibrosos no seran digeridos totalmente hasta que el individuo
no tenga un estdbmago con compartimentos totalmente maduros y con capacidad de convertir los
pastos en acidos grasoso volatiles; sin embargo, esta fibra pasara hacia el ciego y colon donde
por accion bacteriana se convertiran en acidos grasos de cadena corta, estas sustancias tiene una
gran capacidad de ser absorbidas en el yeyuno e ileon (mayor nimero de células L en el presente
estudio, (cuadro 1) y de alli pasar a circulacion sistémica, donde llegaran al higado para
almacenarse, y cuando el organismo lo requiera convertirse en glucosa como fuente de energia
para el individuo. Ademas, estos acidos de cadena corta al interactuar con sus receptores en la
célula L intestinal, desencadenan una cascada intracelular que conlleva a la produccion y
secrecion del GLP-1, el cual como se menciondé modularé parte del metabolismo energético del

individuo (Reimer y McBurney, 1996; Tolhurst et al., 2012).

Asi como en otros mamiferos, en el presente estudio se demuestra la presencia de células
L en intestino de alpacas desde su nacimiento. Observando que en crias de alpaca, el mayor
numero de éstas fueron identificadas principalmente en yeyuno e ileon (porciones distales del
intestino delgado) y colon (Cuadro 1). En otros estudios donde se evaltan las células L, las
porciones usadas son las del intestino distal, ya que en estas es donde se encuentran en mayor
cantidad, como es el caso del ileon (Ritzel et al., 1997) y colon (Cani et al., 2007) de ratas; en el
yeyuno e ileon de cerdos y humanos (Eissele ef al, 1992), y en ileon y yeyuno de cuyes
lactantes (Anglas, 2012). La ubicacion de estas células en porciones distales del intestino
delgado o en el colon es debido a su fisiologia. A nivel del lumen intestinal estas células
detectaran la presencia de sustancias como carbohidratos (Margolskee et al. 2007), lipidos y
péptidos (Hall er al. 2003) que no han sido absorbidos en las primeras porciones intestinales, al

sensar estas sustancias, se activara a nivel intracelular el cAMP (Rozengurt y Sternini, 2007) el
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cual desencadenara toda una cascada cuya finalidad sera permitir la salida del calcio del reticulo
endoplasmatico para que este movilice vesiculas que contienen GLP-1 y seran secretados a

sangre.

Asi mismo los transportadores de glucosa SGLT-1 a nivel apical y GLUT-2 a nivel
basolateral del enterocito permitiran el ingreso de glucosa, el cual formara ATP y este cerrara
canales de K despolarizando la membrana celular y abriendo los canales de calcio para que este
ingrese a la célula y permita la secrecion de GLP-1; lo cual seria el mecanismo por el cual en
alpacas se da la secrecion de GLP-1, ya que estas cuentan con transportadores de glucosa desde
el nacimiento (Rodriguez et al., 2012). Ademas de estos mecanismos de secrecion, existe otro
mecanismo por el cual GLP-1 es secretado, éste se da por la accién colinérgica de las
terminaciones nerviosas del vago, quien emiten anatomicamente fibras colinérgicas
especialmente en las porciones del intestino delgado posterior y el colon (Abello et al., 1994;

Balks et al., 1997), como por ejemplo en el ileon de cerdos (Hansen et al., 2004).

La secrecion de GLP-1 en la parte final del intestino delgado y colon, se debe a que el
organismo trata de potenciar la homeostasis energética a partir de sustancias no absorbidas en las
primeras porciones intestinales (Elliott et al., 1993); ademas de permitir un mejor trabajo por el
pancreas endocrino al estimular en ¢l la secrecion de insulina y el incremento de las células beta

por accion del GLP-1 (Stoffers et al., 2000; Rolin et al., 2002).
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VI. CONCLUSIONES

Las células L en alpacas se encuentran presentes desde el primer dia de vida, lo que

indicaria su actividad sobre la regulacion de la glucemia en esta especie desde el nacimiento.

Yeyuno e ileon son las porciones intestinales que contienen el mayor nimero de células

L en alpacas del presente estudio.
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VIIL. RECOMENDACIONES

Establecer la presencia de receptores para GLP-1 en células B del pancreas y relacionar

sobre la secrecion de insulina en alpacas.

Hacer estudios sobre GLP-1 en diferentes porciones encefalicas de la alpaca para

estudiar el rol sobre el apetito.

Hacer un estudio con etapas de vida mas tempranas (fetos) para evaluar si nacen con

desarrollo de células L.
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IX. ANEXOS
ANEXO 1. Procedimiento de fijacion y parafinado de tejidos para IHQ (Realizado en
SENASA)
Los tejidos fueron colocados en canastillas y luego sometidos al siguiente procedimiento:

- 01 hora en alcohol de 80°

- 30 minutos en alcohol de 90°

- 30 minutos en alcohol de 96° (I)

- 30 minutos en alcohol de 96° (II)
- 30 minutos en alcohol de 100° (I)
- 30 minutos en alcohol de 100° (II)
- 30 minutos en alcohol de 100° (I1I)
- 01 hora en xilol (I)

- 30 minutos en xilol (II)

- 30 minutos en xilol (III)

- 01 hora en parafina (I)

- 30 minutos en parafina (II)
ANEXO II. Desparafinado e hidratacion
Las laminas con el tejido parafinado fueron sometidas al siguiente procedimiento:

- Xilol1 15 minutos
- Xilol 2 15 minutos
- Etanol 100° 1 10 minutos



Etanol 100° 2 10 minutos
Metanol (200mL) + Peroxido de Hidrogeno (4mL) 30 minutos

(Inactivacion de la peroxidasa endogena).

- Alcohol de 96° 1 5 minutos
- Alcohol de 96° 2 5 minutos
- Alcohol de 70° 5 minutos
- Alcohol de 50° 5 minutos
- Lavadoen PBS 1 5 minutos
- Lavado en PBS 2 5 minutos

ANEXO III. Inmunohistoquimica:

Luego de haber sido hidratadas, las laminas de tejido fueron procesadas:

- Recuperacion Antigénica en solucion buffer citrato

en microondas a 700 watts 10 minutos
- Enfriamiento a temperatura ambiente 30 minutos
- Lavadoen PBS 1 5 minutos
- Lavado en PBS 2 5 minutos
- BSA al 1% (inactivacion de uniones inespecificas) 30 minutos

- Incubaciéon con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-GLP-1 (Santa

Biotechnology, USA), durante toda la noche a 4° C.

- Lavadoen PBS 1 5 minutos
- Lavado en PBS 2 5 minutos
- Lavado en PBS 3 5 minutos
- Anticuerpo secundario 30 minutos
- Lavadoen PBS 1 5 minutos
- Lavado en PBS 2 5 minutos
- Lavado en PBS 3 5 minutos

- Revelado con solucion de sustrato cromédgeno 3’3 diaminobenzidina (DAB).

Lavado con agua corriente
Lavado con agua destilada 2 minutos
Hematoxilina de Harris 5 segundos

Lavado con agua corriente

Cruz
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- Lavado con agua destilada 2 minutos

ANEXO IV. Deshidratacion y Montaje

Se realizo este tltimo procedimiento para su posterior observacion al microscopio

- Alcohol 50° 5 minutos
- Alcohol 70° 5 minutos
- Alcohol 96° 1 5 minutos
- Alcohol 96° 2 5 minutos
- Alcohol 100° 1 5 minutos
- Alcohol 100° 2 5 minutos
- Xilol1 5 minutos
- Xilol 2 5 minutos

- Montaje con Permount

ANEXO V

Cuadro 2. Niamero de células L/eje cripta vellosidad en intestino de alpacas.

EDAD DUODENO YEYUNO ILEON CIEGO COLON
Media Media Media Media Media
0 DIAS 0.63 1.73 0.67 0.53 0.47
1-7 DIAS 0.66 1.28 1.23 0.39 0.58
8-15 DIAS 0.96 1.17 1.71 0.49 0.6
16-21 DIAS 0.85 1.23 1.34 0.43 0.75
27-34 DIAS 1.01 1.34 1.45 0.54 0.82
35-45 DIAS 0.95 1.45 1.75 0.47 0.84

ADULTOS 1.17 1.24 1.3 0.6 1.2




Cuadro 3. Namero de Células L/eje cripta vellosidad en duodeno de alpacas.

Duodeno
Dias Media Desviacion  Valor Min. Valor Max. Mediana Moda
Standard
0 0.63 0.718 0 2 0.5 0
1-7 0.66 0.558 0 2 1 1
8-15 0.96 0.448 0 2 1 1
16-21 0.85 0.476 0 2 1 1
27-34 1.01 0.449 0 2 1 1
35-45 0.95 0.45 0 2 1 1
Adultos 1.17 0.874 0 3 1 2
Cuadro 4. Namero de células L/eje cripta vellosidad en yeyuno de alpacas
Yeyuno
Dias Media Desviacion  Valor Min. Valor Max. Mediana Moda
Standard
0 1.73 0.64 1 3 2 2
1-7 1.28 0.628 0 4 1 1
8-15 1.17 0.457 0 3 1 1
16-21 1.23 0.479 0 3 1 1
27-34 1.34 0.479 1 4 1 1
35-45 1.45 0.62 1 4 1 1
Adultos 1.24 0.435 1 2 1 1
Cuadro 5. Namero de células L/eje cripta vellosidad en ileon de alpacas
Ileon
Dias Media Desviacion Standard Valor Min. Valor Max. Mediana Moda
0 0.67 0.724 0 2 1 0
1-7 1.23 0.584 0 3 1 1
8-15 1.71 0.882 1 4 1 1
16-21 1.34 0.501 1 3 1 1
27-34 1.45 0.65 1 4 1 1
35-45 1.75 0.742 1 5 2 2
Adultos 1.3 0.466 1 2 1 1
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Cuadro 6. Numero de células L/eje cripta vellosidad en ciego de alpacas

Ciego
Dias Media Desviacion  Valor Min.  Valor Max. Mediana Moda
Standard
0 0.53 0.64 0 2 0 0
1-7 0.39 0.49 0 1 0 0
8-15 0.49 0.589 0 2 0 0
16-21 0.43 0.542 0 2 0 0
27-34 0.54 0.568 0 2 0.5 0
35-45 0.47 0.569 0 2 0 0
Adultos 0.6 0.618 0 3 1 1
Cuadro7. Numero de células L/eje cripta vellosidad en colon de alpacas
Colon
Dias Media Desviacion  Valor Min. Valor Max.  Mediana Moda
Standard

0 0.47 0.505 0 1 0 0
1-7 0.58 0.592 0 3 1 1
8-15 0.6 0.494 0 1 1 1
16-21 0.75 0.691 0 2 1 1
27-34 0.82 0.58 0 2 1 1
35-45 0.84 0.678 0 3 1 1
Adultos 1.2 0.62 0 3 1 1
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