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REsSuMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo identificar y evaluar la presencia de los trans-
portadores de glucosa SGLT1y GLUT2 y la incretina GLP-1 en intestino delgado de
cuyes. Se usaron cinco cuyes (Cavia porcellus) reproductores de 90 dias de edad.
Luego del sacrificio, se tomaron muestras de duodeno, yeyuno e ileon para el procesa-
miento inmunohistoquimico. Se pudo identificar la presencia de SGLT1, GLUT2y GLP-1
en las tres porciones intestinales, siendo SGLT1 la proteina de mayor presencia, con un
nivel de marcacion fuerte en la parte apical y media del eje cripta-vellosidad. EI GLUT2
mostro un nivel de marcacion fuerte en todo el eje cripta-vellosidad en el yeyuno. Asimis-
mo, la presencia del GLP-1 fue analizada indirectamente por el nimero de células L/mm?de
mucosa intestinal, encontrandose el mayor nimero en el yeyuno (8.46 + 1.16 células L/mm?)
(p<0.05). Los resultados indican que SGLT1 seria el transportador de glucosa mas impor-
tante en el cuy y, que a diferencia de otras especies, la mayor secrecion de GLP-1 seriaen
yeyuno.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify and assess the presence of glucose transporters
SGLT1and GLUT2 and incretin GLP-1 in the small intestine of guinea pig (Cavia porcellus).
Five animals of 90 days old were used. Samples from the duodenum, jejunum and ileum
were collected after slaughtering to carry out immunohistochemistry assays. Expression
of SGLT1, GLUT2 and GLP-1 was observed in all three portions of the small intestine,
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where SGLT1 showed the highest expression, with a strong staining intensity in the
apical and medium section of the crypt-villus axis. GLUT2 showed a strong staining
intensity throughout the crypt-villus axis in the jejunum. GLP-1 expression was indirectly
analyzed by calculating the number of L cells per mm? of intestinal mucosa, resulting that
the jejunum had the largest number (8.46 £1.16 cells/mm?) (p<0.05). The results suggest
that SGLT1 glucose transporter would be the most important in the guinea pig, and unlike
other species, GLP-1 may be mostly secreted by the jejunum.

Keywords: SGLT1, GLUT2, GLP-1, small intestine, guinea pigs

La absorcidn intestinal de glucosa se
produce a través de las rutas paracelular y
transcelular. La ruta transcelular se conside-
ra que es la principal via en condiciones fisio-
I6gicas normales (Cheeseman, 2002;
Drozdowski y Thomson, 2006). Entre los
transportadores de glucosa encargados de la
absorcion de glucosa desde la luz intestinal
hacia los vasos sanguineos se tiene al
simportador de glucosa-sodio 1 (SGLT1),
ubicado en la membrana apical del enterocito
como una proteina transmembrana (Wright
etal., 1994). Ademas, la glucosa puede usar
otra proteina que pertenece a una familia dis-
tinta de transportadores de glucosa, el trans-
portador de glucosa 2 (GLUT2), que fue co-
nocido originalmente por ser un transporta-
dor de hexosas, ubicado siempre en la mem-
brana basolateral del enterocito (Cheeseman,
1993).

Se ha demostrado que GLUT?2 juega un
papel importante en el transporte de hexosas
a nivel apical cuando hay altas concentracio-
nes de sustrato en la luz intestinal. GLUT2
se encuentra en vesiculas en el citosol de los
enterocitos, los cuales se movilizan hacia la
membrana apical del enterocito cuando las
concentraciones de glucosa luminal superan
grandemente los valores de la concentracion
de la glucosa citoplasmatica (Kellett y
Helliwell, 2000).

El péptido similar al glucagon-1 (GLP-

1) es secretado por las células entero-
endocrinas L, que se encuentran principal-
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mente en el ileon distal y colon. En contraste,
el péptido inhibidor gastrico (GIP) es libera-
do por las células entero-endocrinas K que
se localizan en las regiones méas proximales
del intestino delgado (duodeno y yeyuno). Sin
embargo, las células endocrinas que produ-
cen GLP-1 o GIP, asi como las células que
producen otros péptidos, se pueden encon-
trar en todas las regiones intestinales en es-
pecies como el cerdo, la rata y el intestino
delgado del humano (Mortensen et al., 2003;
Theodorakis et al., 2006).

La administracién oral, pero no
parenteral, de glucosa, estimula la secrecion
de GLP-1 (Unger et al., 1968; Hermann et
al., 1995). Su secrecion se produce en roe-
dores y humanos en un patrén bifasico a par-
tir de una fase rapida (dentro de 10-15 minu-
tos), seguido por un fase prolongada (30-60
min) (Hermann et al., 1995). Debido a que la
mayoria de células L se encuentran en el in-
testino delgado distal, es poco probable que
estas células participen en la primera fase de
la secrecion de GLP-1. De hecho, varios es-
tudios han demostrado que el sistema nervio-
S0 auténomo, el neurotransmisor acetilcolina
y el GIP pueden contribuir a la rapida libera-
cion de GLP-1 después de la ingestion de
nutrientes.

Se ha establecido, asimismo, en estu-
dios en ratas que la vagotomia bilateral
subdiafragmatica bloquea la secrecion de
GLP-1 inducida por grasa, mientras que la
estimulacion eléctrica directa de la ramas
celiacas del vago (que inervan el yeyuno, ileon
y colon) aumenta la secrecion de GLP-1
(Rocca y Brubaker, 1999).
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La segunda fase o fase tardia de la se-
crecion de GLP-1 es probablemente causa-
da por la estimulacion directa de las células
intestinales L por los nutrientes digeridos
(Roberge y Brubaker, 1991). Por lo tanto, las
sefiales generadas en las células L pueden
ser transmitidas indirectamente, a través de
mediadores neuronales o endocrinos, o por
contacto directo, para producir las fases tem-
pranay tardia de la secrecion de GLP-1, res-
pectivamente.

Es posible que la secrecion temprana
de GLP-1 también pueda ocurrir por la aso-
ciacion directa de los nutrientes con la célu-
las L que se ubican en las regiones mas
proximales del intestino delgado humano
(Mortensen et al., 2003; Theodorakis et al.,
2006). El GLP-1, por su funcion incretina
estimula la secrecion de insulina al unirse a
su receptor (GLP1-R) en la célula B
pancreatica; ademas, actlia sinérgicamente
con la glucosa para promover la transcrip-
cién del gen de insulina y la estabilidad del
ARNmM, y por lo tanto, tiene el potencial para
reponer lainsulina en las células By prevenir
el agotamiento de las células B (Drucker et
al., 1987; Wang et al., 1997; Li et al., 2005).
GLP-1también inhibe el glucagdn y estimula
la secrecidn de la somatostatina, este Gltimo
probablemente por la interaccidn directa con
su GLP-1R en la célula & pancreatica
secretora de somatostatina (Fehmann y
Habener, 1991). El mecanismo por el cual el
GLP-1 inhibe la secrecién de glucagon en
las células o del pancreas no esta claro; sin
embargo, se deberia a la unién directa al GLP-
1R (Heller et al., 1997).

El objetivo del presente estudio fue iden-
tificar los transportadores de glucosa SGLT1
y GLUT2 y de las células L a través del
péptido similar al glucagén 1 (GLP-1). Ade-
maés, evaluar el grado de marcacion del
SGLT1y GLUT2 en el eje cripta-vellosidad
y cuantificar las células L en el eje cripta-
vellosidad en el intestino delgado del cuy.
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Animales y Preparacion Tisular

Se usaron cinco cuyes reproductores de
90 dias de edad de la linea comercial
mejorada del Instituto Nacional de Innova-
cion Agraria (INIA), Lima-Peru. Los anima-
les se mantuvieron bajo temperatura controla-
da (~22 °C) y alimentados tres veces al dia
con concentrado y forraje verde. Los cuyes
fueron sacrificados por sobredosis de
pentobarbital sédico al 6.5%, tras un ayuno
de 8 horas, y los segmentos del intestino del-
gado (duodeno, yeyuno e ileon) se colecta-
ron en frascos que contenian formol al 10%
para su procesamiento inmunohistoquimico.

El manejo y sacrificio de los animales
se realizé siguiendo los “Principios Directri-
ces Internacionales para la Investigacion
Biomédica que implique el Uso de Anima-
les” del Consejo de Organizaciones Interna-
cionales de las Ciencias Médicas (CIOMS),
Ginebra, 1985.

Localizacion Inmunohistoquimica de los
Transportadores

Los segmentos intestinales fueron embe-
bidos en parafinay se hicieron cortes de 4 um,
que fueron montados en laminas portaobjetos
positivadas con Poly-L-Lysine 0.1% (Sigma-
Aldrich, EEUU). Los cortes fueron
desparafinados, rehidratados y tratados por
10 min con metanol que contenia peréxido de
hidrégeno para bloquear la peroxidasa
endogena tisular.

Las laminas fueron sumergidas en buffer
citrato en pH 6 para la recuperacion
antigénica que fue inducida por calor por 10
min, y se les incubd por 30 min en BSA
(Bovine serum albumin) al 1% (Santa Cruz
Biotechnology, EEUU). Luego se incubaron
por 24 horas separadamente con anti-SGLT1
(Millipore, EEUU), anti-GLUT?2 (Santa Cruz
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Figural. (a)Célula L (productorade GLP-1) ubicada en la cripta de Lieberkiihn de la mucosa
intestinal del ileon de cuyes, mediante inmunohistoquimica y contrastada con
hematoxilina de Harris, 1000x. (b) Transportador de glucosa SGLT1 a lo largo de la
vellosidad intestinal en yeyuno de cuyes, mediante inmunohistoquimicay contrastada

con hematoxilina de Harris, 400x

Biotechnology, EEUU) y anti-GLP-1 (Santa
Cruz Biotechnology, EEUU); en los tres ca-
sos diluido a una concentracion de 1:50.

Como sistema de deteccion se usé el
sistema ABC de conejo (Santa Cruz
Biotechnology, EEUU) por 30 min. Las lami-
nas fueron lavadas con PBS y se revelaron
al incubarlas con DAB por 1-2 min. La colo-
racion de contraste fue con Hematoxilina de
Harris. La reaccion positiva del DAB pre-
sentaba una coloracion marrén oscuro.

Analisis de Imagenes

Diversas secciones de las ldminas fue-
ron fotografiadas con una camara digital (Ca-
non Powershot G9, 12 megapixels, Japon) y
objetivo de 40x. La cAmara estaba incorpo-
rada al microscopio trinocular (Primo Star,
Carl Zeiss, Alemania) para examenes en cam-
po claro en luz transmitida con un ocular WF
10x/20.
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Se analiz6 la marcacion especifica de
SGLT1, GLUT2 e incretina GLP-1 en el eje
cripta-vellosidad del intestino delgado. Para
esto, se dividié al eje en zona apical, zona
media y cripta (Yang et al., 2011).

En el caso de SGLT1y GLUT2, la in-
tensidad de la marcacién fue considerada
como: 0) sin marcacion; 1) marcacion leve; y
2) marcacion fuerte (Zanuzzi, 2010). En el
caso de GLP-1 se cuantificé el nimero de
células L/mm? (Cani et al., 2007). Los datos
fueron analizados estadisticamente mediante
un analisis de varianza.

REesuLTADOS Y Discusion

La presencia de las proteinas transpor-
tadoras de glucosa SGLT1 (Fig. 1) y GLUT2
se pudo observar en todas las porciones del
intestino delgado (Cuadro 1). Se observé una
marcacion fuerte en la zona apical y media

Rev Inv Vet Per(12012; 23(4): 399-405



Inmunolocalizacion de SGLT1, GLUT2 y GLP-1 en el intestino delgado de cobayos

Cuadro 1. Grado de observacién® de transportadores de glucosa SGLT1 y GLUT2 enel eje
cripta-vellosidad del intestino delgado de cuyes

Porcién intestinal

Transportador de Eje cripta-
glucosa vellosidad Duodeno Yeyuno fleon
Apical 2 2
SGLT1 Medio 2 2
Cripta 1 2
Apical 2 2
GLUT2 Medio 2 1
Cripta 2 1

10:sin marcacién; 1: marcacion leve; 2: marcacion fuerte

Cuadro 2. NGmero de células L/mm?
(células productoras de GLP-1) de
mucosa intestinal en duodeno, yeyuno e
ileon de cuyes

Células L/mm?

Porcién

intestinal Promedio d.e.
Duodeno 0.65° 0.19
Yeyuno 8.46° 1.16
fleon 3.57° 1.85

ab,c

Superindices diferentes dentro de la
columna indican diferencia estadistica
(p<0.05)

del eje cripta-vellosidad y leve en la zona de
la cripta del SGLT1 en las tres porciones in-
testinales; coincidiendo con otros resultados
de inmunohistoquimica, donde se determind
que el SGLT1 se encontraba en el borde en
cepillo de los enterocitos (Boshuizen et al.,
2003; Khoursandi et al., 2004; Habold et al.,
2005). Asimismo, el SGLT1 se encontro
principalmente en la zona apical y media del
eje cripta vellosidad, tal y como lo sefiala Yang
et al. (2011).
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Se encontrd una marcacion fuerte del
GLUT2 en la zona apical de las tres por-
ciones intestinales y en todo el eje cripta
vellosidad del yeyuno (Cuadro 1). La distri-
bucidn de los transportadores GLUT2 y su
localizacion a nivel de la membrana apical de
los enterocitos se debe a las concentraciones
de glucosa que pueda haber en la luz intesti-
nal (Grefner et al., 2006; Gromova et al.,
2006). Antes de los trabajos de Kellet y
Helliwell (2000), solo se conocia que el trans-
portador GLUT?2 estaba presente en la mem-
brana basolateral; sin embargo, ya se ha po-
dido comprobar su presencia a nivel apical.

Mediante la técnica de inmunohistoqui-
mica y usando el anticuerpo anti-GLP-1, se
pudo evidenciar indirectamente la presencia
de la hormona intestinal GLP-1, producidas
por las células enteroendocrinas tipo L (Fig.
1). En el Cuadro 2 se observa que el nimero
de células L es mayor en el yeyuno e ileon
(porciones distales del intestino delgado), lo
que implica una mayor secrecion de GLP-1
en las porciones distales del intestino delgado
y el colon, como es el caso de ratas, cerdos y
humanos. La célula L es un tipo celular en-
docrino, cuya superficie apical tiene contac-
to con los nutrientes a nivel de la luz intestinal
y a nivel basolateral con tejido neural y
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vascular (Holst, 2007). La secrecién de GLP-1
por las células L es estimulado por una gran
variedad de factores nutricionales, neurales
y endocrinos, donde la ingestién de alimentos
ricos en carbohidratos y grasas son estimu-
los fisiologicos (Kieffer y Habener, 1999;
Anini y Brubaker, 2003; Mortensen et al.,
2003; Brubaker, 2006; Theodorakis et al.,
2006).
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Los transportadores de glucosa SGLT1
y GLUT?2 se encuentran presentes en
todas las porciones del intestino delga-
do. La marcacion fuerte del SGLT1en
comparacion del GLUT2 en la parte
apical y media del eje cripta vellosidad,
indicaria que el primero seria el de ma-
yor importancia en la absorcion de glu-
cosa en el intestino delgado.

La mayor absorcion de glucosa en el
yeyuno por los transportadores de glu-
cosa SGLT1 y GLUT2 estaria directa-
mente relacionado con la mayor presen-
cia de células L productoras de GLP-1.
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