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ResuMEN: Latraslocacion bacteriana (TB) es frecuente tras la resec-
cion intestinal masiva, y una de las causas de mortalidad por sepsis
en nifios con sindrome de intestino corto (SIC). Aunque diversos fac-
tores tréficos han demostrado tener una accidn positivaen €l proceso
de adaptacion intestinal, su efecto sobrelaTB en el intestino corto ex-
perimental no hasido aln investigado.

El objeto de este estudio es poner a prueba la hipétesis de que la ad-
ministracion de hormona de crecimiento (GH), factor de crecimiento
epidérmico(EGF) o insulina (INS) disminuyen [aTB en el intestino
corto en ratas bajo nutricion parenteral (NP).

A 37 ratas Wistar adultas se les coloc un catéter venoso central se-
guido de reseccion del 80% del intestino delgado incluyendo ciego y
vavulaileocecal con anastomosisileo-célicatérmino-termina y seles
asignd aleatoriamente a uno de |os cuatro grupos siguientes:

 Grupo NP (N=10): NP (300mL/kg/24h, 280 kcal/kg/24h),

* Grupo GH (N=9): NPy 1 mg/kg/d subcutaneo de GH.

» Grupo EGF (N=9): NPy EGF ( 150 microgr/24h, e.v.)

* Grupo INS (N=9) : NPeinsulinas.c. (1 U.1./100/kg/24h)

Los animales fueron sacrificados mediante sangriatras diez dias de evo-
lucién y se obtuvieron y cultivaron muestras de los ganglios linféticos
mesentéricos, sangre portal y sangre periférica. Se procesaron asimis-
mo varios cortes de intestino para estudiar la proliferacion celular (an-
tigeno de proliferacion celular nuclear, PCNA) y parametros morfo-
métricos (altura de las vellosidades, profundidad de las criptas).

Los grupos GH, EGF e INS mostraron un aumento del 30%, 28%y
29% en ¢ espesor delamucosay € indice de PCNA crecié un 21%,
20%y 25% enrelacion a grupo NP. Crecieron gérmenes entéricos ae-
robios (E. Coli, Proteus o Klebsiella) en ganglios mesentéricos o san-
gre portal en el 60% de los animales del grupo NP, EGF e INS, y en
8/9 (89%) del grupo GH (p=0,07). Sin embargo, en sangre periférica
no hubo TB en e grupo NP, mientras que en los demés fué del 44%,
40% y 28%, respectivamente (P<0,05 vs grupo NP).

Estos resultados confirman que |a administracion de factores tréficos co-
mo GH, EGF o insulina mejoran la estructura de la pared intestinal en
ratas con SIC bagjo NP, pero, sorprendentemente, laincidenciade TB au-
ment6 en los animales que fueron tratados con GH, EGF o insulina.
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EFFECT OF TROPHIC FACTORS ON BACTERIAL TRANSLOCATION IN
EXPERIMENTAL SHORT BOWEL SYNDROME

ABSTRACT: Massive bowel resection triggers an adaptive processin the

remaining intestine in spite of which, bacteria trandocation (BT) isfre-

quent under these conditions. Several trophic factors, including growth

hormone (GH), epidermal growth factor (EGF) and insuline (INS) are

involved in the process of adaptation in short bowel syndrome (SBS).

However, the effect of GH, EGF or INS on BT has not been investi-

gated experimentally.

The aim of the study was to test the hypothesis that GH, EGF or INS

administration prevents BT in rats with SBS receiving only parentera

nutrition (PN).

Thirty-seven adult Wistar rats underwent central venous cannulation

and were randomly assigned to one of two groups receiving for ten days

four treatment regimes:

* PN group (N=10) fasting, al-in-one PN solution (300mL/kg/24h,
280 kcal/kg/24h), 80% gut resection including ileo-cecal valve.

* GH group (N=9) fasting, same PN regime and resection plus GH
(I mg/kg/d, s.c.).

» EGF group (N=9): same PN regime and resection plus EGF ( 150
microgr/24h, ev.)

* INS group(N=9) : same PN regime and resection plus INS (1
U.1./100g/24h s.c.)

At the end of the experiment the rats were exanguinated and mesen-

teric lymph nodes and samples of systemic and portal blood were ob-

tained and cultured. Several samples of full-thickness jejunal wall we-

re taken for measuring cell proliferation index (PCNA) and mucosal

thickness.

Jgjunal mucosal thicknessincreased by 30%, 28% and 29% and PCNA

index by 21%, 20% and 25% in GH, EGF and INS, treated rats res-

pectively in comparison with those treated with PN alone. However,

contrary to our expectations, BT expressed by positive culture of in-

testina germsin systemic blood was demonstrated respectively in 44%,

40% and 28% of GH, EGF and INS animals, respectively, and in 0%

of PN-only rats

Although exogenous GH, EGF or INS improves gut mucosal structu-

rein ratswith SBStreated with PN, it seemsto increase rather than de-

crease mucosal permesbility to intestinal germsin them.

KEey Worbps: Bacterial Translocation; Growth Hormone; Epidermal
Growth Factor; Insuling; Short Bowel Syndrome; Parenteral Nutrition;
Wistar Rats.
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INTRODUCCION

Latradocacion bacteriana (TB) es frecuente en pacien-
tes con sindrome de intestino corto (SIC) y la nutricion pa-
renteral (PN), tan necesaria para su manejo, lafavorece. Los
gérmenes atraviesan la pared intestinal y pasan alos ganglios
linfaticos mesentéricos 0 al higado através de la circula-
cion portal. El sistemalinféticoy € propio higado actuan co-
mo una barrera, pero algunos de esos gérmenes pueden lle-
gar alacirculacion general, con el riesgo infeccioso queello
implica. Esto explica en parte porqué |os pacientes con SIC
tienen tan a menudo sepsis por gram-negativos, probable-
mente relacionada con la TB®3),

Toda reseccion intestinal masiva desencadena un proce-
s0 de adaptacion intestinal que consiste en cambios estruc-
turales en el intestino restante que se traducen en un aumen-
to en e ndmero de células, sin cambios en su tamafio, o hi-
perplasia®. Los nutrientes intraluminales y |as secreciones
biliopancredticas favorecen este fendmeno proliferativoy -
gunas hormonas, de origen gastrointestinal o no pueden ju-
gar un papel agui.

Lahormona de crecimiento (GH)&7, el factor de creci-
miento epidérmico (EGF)®1 y lainsulina (INS)112) estdn
entre ellasy seles atribuye un potente efecto estimulador
de laadaptacion intestinal, pero hay algunos resultados con-
tradictoriog13-16),

Dado que toda adaptacién implica proliferacion de lamu-
cosay refuerzo en las funciones absortivas y de barrera, és-
te estudio pone a prueba la hipGtesis de que la estimulacion
delaproliferacion de la mucosa mediante GH, EGF o INS
exogenas reduce la TB tras reseccion masivaintestina enra-
tas tratadas con NP,

MATERIAL Y METODOS

A 37 ratas Wistar adultas (200-300 g) (CRL: {WI} BR.
Criffa, Barcelona Spain) criadas y mantenidas en nuestras
instalaciones de acuerdo con lalegislacion actual 4 seles co-
locd un catéter venoso central seguido de reseccion del 80%
del intestino delgado incluyendo ciego y valvulaileocecal,
con anastomosisileo-cdlicatérmino-terminal . Recibieron nu-
tricion parenteral (NP) (300 mL/kg/24 h conteniendo 1.8 g
de aminoécidos, 15,7 g de glucosa, 2,5 g de grasa, 4.8 mEq
deCl,y 2,8 mEqdeK por 100 mL, asi como cantidades ade-
cuadas de Ca, Py Mg, vitaminas y oligoelementos, |o que re-
presenta un aporte cal orico total de 280 kcal/kg/24h. Setenta
y cinco por ciento de calorias no proteicas se aportaron co-
mo carbohidratosy 25% en formade grasa819 y selesasig-
né aleatoriamente a uno de los cuatro grupos siguientes:

*  Grupo NP (N=10): nutricion parenteral.

* Grupo GH (N=9): NPy 1 mg/kg/d subcutaneo de GH.
* Grupo EGF (N=9): NPy EGF (150 microgr/24h, e.v.)

o GrupoINS(N=9): NPeinsulinas.c. (1 U.1./100/kg/24h)
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El catéter (Silastic 602-155, Dow Corning Corp. USA)
se exteriorizo entre ambas escapulas y su extremo libre se co-
nectd una conexion giratoria (Swivel 56-1308, Harvard
Apparatus Ltd. UK ). Por Gltimo, se conectd aunabomba de
infusién de jeringa (Harvard Syringe infusion pump 22,
Harvard Apparatus Ltd. UK). La parte del catéter entre el ani-
mal y la conexion se protegio con un muelle metélico para
evitar mordeduras.

Los animales se colocaron en jaulas metabdlicas indivi-
duales, y fueron observados diariamente durante diez dias,
pesados y anotadas sus ingestas, deposicionesy cantidad de
orina.

Al final del experimento los animales fueron sacrificados
en condiciones estériles, anestesiados (pentobarbital 20 mg/kg
i.p.) y exanguinados por puncién portal y cardiaca. Setoma
ron muestras para cultivo de ganglios mesentéricos, sangre
portal y sangre periféricaasi como muestras de yeyuno'y co-
lon, que se obtuvieron para determinar parametros morfo-
métricos (espesor de lamucosa) y de proliferacion celular
(indice de PCNA, antigeno de proliferacion celular nuclear).

Lamuestras de sangre portal (1 mL) y periférica (2 mL)
se inocularon en frascos de hemocultivo (Bactec, Becton-
Dickinson, Maryland, USA) e incubaron en un sistema au-
tomético de hemocultivo (Bactec 9240, Becton-Dickinson,
Maryland, USA) durante siete dias. Las muestras de ganglios
mesentéricos se mezclaron en lamisma cantidad de suero sa-
lino estéril, homogeneizaron y cultivaron con un asacalibrada
de 100 uL (0,1 mL) en placas de triptycasa agar sojacon san-
gre de caballo desfibrinada, manitol agar sal y MacConkey
agar. Las placas se incubaron durante 48 horas a 35°C.

Laidentificacion de las bacterias se hizo por medios con-
vencionales catalasa, bilisesculinay coagulasa para Gram
positivos, y por un sistema convencional de identificacion
(Api 20E,B Biomerieux, France) para Enterobacteriaceas y
otras cepas Gram-negativas. El cultivo de tejidos se consi-
der6 positivo con un crecimiento = 100 CFU/g. Sedefinié la
traslocacion bacteriana como la presencia de gérmenes enté-
ricos, gram-negativos en cualquiera de los territorios explo-
rados (ganglio mesentérico, sangre portal o periférica), s €
cultivo de la puntadel catéter eranegativo.

Los cortes de intestino fueron fijados en solucion de
Zamboni durante 24 horas, tras o cual se lavaron en phosp-
hate-buffered saline sucrose (PBS-sucrosa). El grado de pro-
liferacion celular se determind mediante una técnica inmu-
nohistoquimica basada en €l antigeno de proliferacion celu-
lar nuclear (PCNA). Este antigeno se marca en el niicleo de
las células que estan en estado proliferativo usando un anti-
cuerpo primario (PC10) en muestras embebidas en parafi-
na, de 4 micrones de espesor. El contaje sellevd acabo en
30 criptas por preparacion bajo microscopio (40X), usando
un sistema semiautomético de andlisis de la imagen
(Videoplan, Kontron). Se determind un indice de prolifera-
cion calculando la proporcion entre células PCNA positivas
y € ndmero total de células por seccion longitudinal en labar
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Tablal

Espesor dela mucosay proliferacion celular yeyunal y del colon

Grupo Espesor de la mucosa yeyunal Espesor de la mucosa cdlica Indice de PCNA yeyunal Indice de PCNA célico
(m, media £ D) (m, media £ D) (%, media + D) (%, media + SD)

NP (n=10) 959,36 + 33,7 1012,2 + 44,9 62,3+4,2 63,2 £ 6,1

GH (n=9) 1237,81 £ 59,72* 1298,0 + 140,1* 76,8 £ 3,7* 76,9+ 4,1*

EGF (n=9) 1229,96 + 49,8* 1310,0 + 97,8* 73,72 + 4,02 78,8+ 2,5

INS (n=9) 1301,0 + 86,72* 1312.7 + 88,6* 779+ 28 78,3+ 3,0

*P< 0,05 vsgrupo NP

sedelacripta. El indice esigual al cociente entre el nimero
de células en proliferacion y el total de células multiplicado
por 100.

Para el estudio morfométrico, los cortes se trataron con
0,1% polilisinay se tifieron con hematoxilina-eosina. Las
muestras se andizaron con e sistemamorfométrico Videoplan
(Kontron) usando un microscopio Leitz a10X. Semidio la
adlturatota delamucosa, desde labase delacriptaalapun-
tadelavellosidad (10 medidas por preparacion, en las 10 ve-
[losidades mas atas de cada muestra)

Todas las variables de cada grupo se describieron por mé-
todos estadisticos comunes. Las comparaciones entre grupos
se hicieron mediante test de Chi-cuadrado, con la correccion
de Yatesy test de la «t» de Student o de la «U» de Mann-
Whitney. Se aceptd paratodo €l estudio una p< 0,05 como
nivel de significacion estadistica.

RESULTADOS

El espesor de lamucosa del yeyunoy del colon fué sig-
nificativamente mayor en las ratas tratadas con GH, EGF o
INS que en las que recibieron solamente NP (Tablal). Laac-
tividad proliferativamedida por el indice de PCNA fué tam-
bién significativamente masalto en ellas que en & grupo NP
(Tablal).

Latrad ocacion bacteriana a ganglios mesentéricos o san-
gre portal aparecio en el 60% del grupo NPy en el 89% de
los animales tratados con GH, EGF o INS (p= 0,07) mientras
que latranslocacion alacirculacion general, expresada por
la presencia de gérmenes en sangre periférica, fué nulaen
el grupo NP,y del 44% en & grupo GH, 40% en el grupo EGF
y 28% en €l grupo INS (p< 0,05) (Tablall). Los gérmenes
més frecuentemente encontrados fueron Escherichia Coli y
Proteus Mirabilis.

DISCUSION
Tras unareseccion intestinal masiva, diferentes facto-

restréficos actlian sobre la adaptacion intestinal. Uno de ellos
haatraido especia mente la atencion de losinvestigadores de-
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Tablall Traslocacion bacteriana en cada grupo
Grupos Ganglios mesent. Sangre
S portal periférica
NP ( n=10) 60% 0%
GH (n=9) 8% 44% *
EGF (n=9) 8% 40% *
INS (n=9) 8% 28%*

* P< 0,05 vsgrupo NP

bido a su efecto enterotrdfico. La GH estimula la retencion
mineral y de nitrdgeno y tiene acciones anabdlicas, lipoliti-
casy diabetdgenas. Ademas hay evidenciatambién de quela
GH participa en el mantenimiento de la estructuray fun-
cion de lamucosa intestina ya que su sobreproduccion en-
ddégena estimula el crecimiento de lamucosay, por el con-
trario, su deficiencia conduce a hipoplasiade lamucosa. Hay
receptores de GH ampliamente distribuidos alo largo de la
totalidad del tubo digestivo, lo que sugiere que tiene un pa-
pel regulador en las funciones digestivas e inmunes, inclu-
yendo metabolismo, crecimiento y diferenciacion(.20),

Shulman y cols.™ y Gomez de Seguray cols.® encon-
traron efectos positivos en la adaptacion intestinal en ratas
sometidas areseccion de intestino delgado, mientras que Park
y cols.13 y Vanderhoof(® no obtuvieron los mismos resul-
tados. LaGH con glutamina ha sido estudiada en humanosy
animales en un intento de estimular la adaptacion intestinal,
con resultados variables5.7.1516),

El EGF es un polipéptido que se segregaen la saliva,
leche, glandulas de Brunner del duodenoy en el intestino. Es
un potente mitégeno que estimula la proliferacion epitelial
intestinal, como ha sido demostrado en diferentes trabajos
experimentales®. Este efecto beneficioso durante la adapta-
cionintestingl se atribuye aun incremento en laexpresion de
los receptores de EGF y como consecuencia, un aumento
en la actividad ligando/receptor®. EI EGF se ha estudiado
también en ratas en union con Interleukina-11, demostran-
do tener un efecto trofico intestinal 9. Su posible efecto so-
brelaTB hasido experimentado en conejos recién nacidos®),
apreciandose unadisminucion clarade latraslocacion en los
animalestratados con EGF, |0 que contrasta con nuestros re-
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sultados, seguramente debido a hecho de que en el animal
recién nacido la TB depende, entre otras cosas, de la colo-
nizacion descendentey progresivadel intestino, cosaque no
sucede en el animal adulto).

Lainsulina estimulala retencion de nitrogeno y tiene
un efecto anabolizante, ademés de controlar el metabolismo
delaglucosa. Estudios recientes demuestran que lainsulina
y € factor de crecimiento semgantealainsulinatipo | (IGF-
1) son unos potentes estimuladores de la proliferacion epite-
lial intestinal 12, Su efecto sobrelaTB en el gran quemado
hasido investigado en ratas, con resultados favorables),
También hademostrado disminuir la TB cuando se adminis-
tracon glutaminaen € trasplante intestinal experimental 4,

Nuestros resultados confirman el efecto tréfico delaGH,
EGF e INS sobre la mucosa intestinal, ya que los animales
tratados mostraron aumentos significativos del espesor dela
mucosay del indice de proliferacion celular, pero, en contra
de lo esperado, éste efecto enterotréfico no fué beneficioso
en términos de prevencion de la TB, ya que dichos factores
tréficos dalaimpresion de que més que reducirla, laaumen-
tan.

No hay mucha informacién en la literatura acercade la
relacion entre reseccion intestinal y sepsisrelacionadacon la
TB'y, alin menos, acercadel efecto delaGH sobrela TB.

En ratasirradiadas tratadas con GH latraslocation sere-
dujo®, pero Herndon et al. no encontraron diferencias en
laincidencia de episodios sépticos en un estudio aleatorio y
doble ciego (placebo versus GH recombinante humana) en
nifios grandes quemados®). Gottardis et al. encontraron que
el tratamiento con GH no tuvo influenciaen el curso dela
enfermedad en 20 pacientes con sepsis generalizada®).

Dos recientes ensayos clinicos controlados, prospectivos,
randomizados, doble ciego, en Fase 11, Ilevados a cabo en
unidades de cuidados intensivos europeas sobre adultos con
guemaduras graves, mostraron unaaltaincidencia de morta-
lidad por sepsis en los pacientes que habian recibido GH,
en comparacion con € grupo placebo). Sin embargo Ramirez
y cals. en un estudio de similares caracteristicas, pero reali-
zado en nifios, no encuentran diferencias en laincidenciade
sepsis en los tratados con GH respecto al grupo placebo).

No tenemos una clara explicacion a hallazgo de que la
GH aparentemente facilitala TB en ratas con intestino cor-
to alimentadas con NP pero varios hechos deben ser tenidos
en consideracion.

1. Laadherenciabacterianaalas células epiteliaesintesti-
nales es fundamental para que haya TB@.

2. LalgAsesd principa factor alahorade impedir la ad-
herencia bacteriana.

3. Lacolecistoquininamantiene lafuncion delalgAsen
lamucosa®).

4. Lasomatostatina (factor inhibidor de laliberacion de GH)
inhibe la secrecion de col ecistoquininad?.

5. Por un feed-back negativo, los niveles altos de GH pue-
den estimular laliberacion de somatostatina®z).
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Basandose en esto, se puede emitir lasiguiente hipétesis:
laadministracion exdgena de GH estimulalaliberacion de so-
matostatina con lo que se inhibe |a secrecion de col ecistoqui-
ninay, por tanto lafuncién inmune (IgAs) delamucosase -
tera, la adherencia bacteriana aumentayy, con ella, IaTB.

Esta hipdtesis debe ser verificada en posteriores estudios,
pero, de acuerdo con los resultados de nuestro trabgjo, laidea
de quelaGH, & EGF o laINS puedan facilitar laTB v, co-
mo consecuencia, aumentar el riesgo de sepsis, debe ser te-
nida en cuenta ala hora de considerar estos tratamientos en
pacientes con sindrome de intestino corto.
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