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ResumEN: Durante la nutricion parenteral total (NPT) aparecen alte-
raciones en la capacidad antioxidante (CA) que pueden depender dela
propiaNPT o de su exposicion alaluz. Latradocacion bacteriana (TB)
esfrecuente bajo NPT y puede estar relacionada con la CA.

Se ha estudiado el efecto adverso de la NPT esténdar o suplementada
con glutamina (SG), con o sin exposicion alaluz, sobrelaCA, y sure-
lacion conlaTB.

Tras colocar un catéter central a49 ratas Wistar adultas, seles rando-
miz6 para uno de los cinco grupos siguientes:

+ Sham (n = 16): suero sdinoi.v. y dietaord libre.

* NPT (n=10): NPT estandar expuestaalaluz.

* NPT(-) (n=8): NPT estandar sin exposicion alaluz.

* GNPT (n=8): NPT expuestaalaluzy SG.

¢ GTPN(-) (n=7): NPT sinexposicién alaluzy SG.

A los diez dias se determind el glutation reducido (GSH) en higado y
rifion y se cultivaron ganglio mesentérico y sangre porta y periférica
Losgrupos con NPT tuvieron niveles significativamente més bajos de
GSH que e grupo Sham, pero no hubo diferencias entre los grupos con
NPT esténdar o, ni entre gruposcony sin exposicion alaluz. En e gru-
po Sham laTB fue del 12%, mientras que en |os que recibieron NPT
fue mayor (p < 0,05): 70% en el grupo NPT, 88% en e NPT(-), 86%
enel GNPT(-) y slo 50% en € grupo GNPT (p = 0,06 vs grupo NPT).
En conclusién: 1. LaNPT disminuyelaCA einduce TB. 2. El SGola
proteccion contralaluz no mejoran la CA tisular bgjo NPT. 3. Laau-
senciade luz no disminuyelaTB debidaalaNPT. 4. El SG reduce la
TB solo en presenciade luz.

PaLABRAS CLAVE: Nutricidn parentera total; Capacidad antioxidan-
te; Glutation reducido; Glutamina; Exposicion alaluz; Traslocacion
bacteriana.
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served during total parenteral nutrition (TPN). Light exposure or chan-
gesin the composition of TPN may affect this deleterious effect. On
the other hand, bacterial trandocation (BT) isfrequent under TPN and
may be related to AS.

The aim of the study was to determine the adverse effect of standard
and glutamine-enriched (GE) TPN, with or without light exposure, on
the AS, and itsrelationship to BT.

Forty-nine adult Wistar rats underwent central venous cannulation and
were randomly assigned to one of five groups:

+ Sham (n = 16): chow and water ad libitum and salinei.v.

e TPN (n=10): had standard TPN.

* TPN(-) (n=8): standard TPN without light-exposure.

* GTPN (n=8): GETPN.

o GTPN(-) (n=7): GE TPN without light exposure.

After 10 days, glutation reduced (GSH) was determined in liver and
kidney. Mesenteric lymph nodes, peripheral and portal blood samples
were cultured for BT.

Comparing to Sham rats, TPN groups had statistically significant lo-
wer GSH levels, but there were no differences between standard or GE
groups nor with or without light exposure groups. Sham animals had
12% BT. Significantly higher BT (p < 0.05) was found in TPN rats:
70% in TPN group, 88% in TPN(-) group, 86% in GTPN(-) animals
and only 50% in GTPN group (p = 0.06 vs TPN group).

To conclude:

1. TPN reduces antioxidant capacity and induces BT. 2. Glutamine sup-
plementation or light protection do not improve tissue antioxidant ca-
pacity under TPN. 3. Glutamine supplementation tends to reduce BT
only in the presence of light. 4. Absence of light exposure does not im-
prove BT TPN-related.

KEey Worbps: Bacterial translocation; Glutamine; Light exposure;
Glutation; Total parentera nutrition; Antioxidants status.

INTRODUCCION

El efecto perjudicia quelanutricion parentera total (NPT)
tiene sobre la capacidad antioxidante es un fenémeno cono-
cido. Se ha puesto de manifiesto al observarse una disminu-
cion del glutation reducido (GSH), que es uno de los més po-
tentes antioxidantes intracel ulares que se conocen, asi co-
mo un aumento de los radicales libres en recién nacidos que
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recibieron NPT 2, Laadicion de glutamina es capaz de re-
poner los niveles deteriorados de GSH®y la supresion de la
exposicion alaluz de la solucidn de NPT (incluyendo je-
ringadeinfusion y catéter de conexion con el sujeto), dis-
minuye la peroxidacion lipidicay la degradacion de las vita-
minas antioxidantes E y C4 5. Ambos mecanismos, a pare-
cer, mejoran la capacidad antioxidante bajo NPT®5),

También se ha descrito que la adicion de glutaminaala
NPT reduce €l paso de gérmenes a través de la pared intes-
tinal, es decir, latrasl ocacion bacteriana (TB), fenémeno fre-
cuente en los pacientes que reciben este tipo de tratamiento®
7). Las enterobacterias, pasan alacirculacion portal, a sis-
temalinfatico o a peritoneoy, si no son depurados por los
mecanismos de defensa en el higado o por los sistemas de-
fensivos en general, llegan alacirculacion sistémica, con el
riesgo de sépsis que ello supone®.

Losobjetivos del presente trabgjo han sido: i) Estudiar el
efecto delaNPT esténdar sobre la capacidad antioxidante ti-
sular, determinada mediante el glutation reducido (GSH) a
nivel hepdtico y renal. ii) Estudiar el efecto de laNPT su-
plementada con glutamina, con o sin exposicion alaluz,
sobre |a capaci dad antioxidante tisular, determinada mediante
el glutation reducido (GSH) a nivel hepatico y renal. iii)
Analizar |os posibles cambios que se producirian en laTB
por laadicién de glutaminaalaNPT o lasupresion delaex-
posicion alaluz.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 49 ratas Wistar macho deentre 225y 2759
[CRL:WI). BR. Criffa, Barcelona, Espafia], criadasy man-
tenidas en nuestras instalaciones de acuerdo con lalegida
cion vigente®. Se dividieron en cinco grupos:

*  Grupo SHAM (n = 16). Con infusion de suero fisiol 6gi-
co (1 mL/100 g/24 h) y acceso libre a comida (pienso
de mantenimiento) y agua.

¢ Grupo NPT (n= 10). Coninfusion de NPT (300 mL/kg/24
h, con un aporte caldrico total de 280 kcal/kg/24 h) sin
acceso acomida ni agua. La NPT con aminoécidos es-
tandar (10), LCT como fuentelipidicay expuestaalaluz.

*  Grupo NPT (n=8). Coninfusion de NPT sin acceso aco-
midani agua. LaNPT con aminoécidos estandar, LCT
como fuente lipidicay sin exposicion alaluz.

*  Grupo NPTG (n=8). Coninfusion de NPT sin acceso a
comidani agua. LaNPT enriquecida con glutamina apor-
tada como dipéptido (alanina-glutamina) aportando el
30% del nitrogeno total, LCT como fuente lipidicay ex-
puestaalaluz.

*  Grupo NPTG (n=7). Coninfusién de NPT sin acceso a
comidani agua. LaNPT enriquecida con glutamina, LCT
como fuente lipidicay sin exposicion alaluz.

A todos los animales bajo anestesia general (ketamina 6
mg/100 g y pentobarbital 2 mg/100 g) se les colocd un caté-
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ter de silicona en vena superior através de layugular inter-
na. El catéter se exteriorizd tras tunelizacion subcutanea por
lalineamediadorsal entre ambas extremidades anteriores. A
través de un arnésy un muelle metdlico de proteccion hasta
la conexidn giratoria su extremo libre se conect6 a una bom-
ba deinfusidn de jeringa através de lacual selesinfundid
suero fisiol6gico o laNPT correspondiente. Cuando laNPT
no debia de exponerse alaluz se recubrio lajeringa de in-
fusiony e catéter con material aislante de luz (papel alumi-
nico).

L os animales permanecieron alojados individualmente en
jaulas metabdlicas con ciclos controlados de luz/oscuridad
(12 h), aire acondicionado (15 renovaciones/hora) y 18-22
0 de temperatura, cumpliendo la normativa legal (1986,
86/609/CEE) alo largo de los 10 dias que durd el experi-
mento, durante los cuales se cuantificaron susingresosy pér-
didas adiario.

Al final del estudio los animales fueron sacrificados en
condiciones estériles, anestesiados y exanguinados por pun-
cion portal y cardiaca. Se extrajeron higado y rifién derecho
(ambos perfundidos previamente con suero sdino por viavas-
cular paraeliminar el componente sanguineo y congelados
inmediatamente en nitrégeno liquido). Parte (0,3 g) de cada
organo se homogeniza, se acidificay se almacena en con-
gelador a-80°C paralaposterior determinacion de GSH. Esta
determinacion enzimética se basa en € método propuesto por
Brigelius™, basado en la conjugacion del GSH con Cl-2.4-
dinitrobenceno (CDNB), catalizada por |la GSH-S-transfera-
sa (GST).

Las muestras de sangre portal (1 mL) y sangre periférica
(2 mL) fueron recogidas en frascos de hemocultivo se pro-
cesaron igua que los hemocultivos rutinarios del hospital con
un lector de hemocultivos durante 7 dias.

L os ganglios mesentéricos fueron extraidos de forma es-
téril, se mezclaron en solucidn salina estéril, se homogenei-
zaron y sembraron con asa calibrada de 100 L (0,1 mL) en
placas de agar soja tripticase con sangre desfibrinada de ca-
ballo, agar manitol y agar Mac Conkey. Las placas se incu-
baron durante 48 horas a 35 oC.

Laidentificacion de bacterias se realizé por métodos con-
vencionales. catalasa, coagulasa, bilisesculina en los gram
positivos y mediante galeria para la identificacion de
Enterobacterias den los gram negativos.

El cultivo de sangre tanto portal como periférica se con-
siderd positivo de forma cualitativa. En el tejido se conside-
ré positivo un crecimiento de > 100 unidades formadoras
de colonias (UFC)/mL.

Se definio laTB como la presencia de gérmenes entéri-
C0s gram negativos en cualquiera de | os territorios observa:
dos.

Cadavariable de cada grupo se describid por métodos es-
tadisticos comunes. Las comparaciones entre grupos se hi-
cieron mediante test de Chi-cuadrado, con la correccién de
Yatesy test dela «t» de Student o dela «U» de Mann-Whitney.
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Tablal Niveles de glutation reducido (GSH) en higado y rifién
Grupos Ne GSH hepatico (nmol/g) GSH renal (nmol/g)
media + DS media DS
SHAM 16 5084,16 + 565,30 1308,10 + 190,02
NPT 10 1506,30 + 462,90* 696,30 £ 318,50
NPT(-) 8 2209,07 + 1329,60* 912,01 + 328,92
GNPT 8 1157,07 + 501,51* 908,00 £ 350,90
GNPT(-) 7 1674,00 + 1267,20* 648,30 + 74,90
*p < 0,001 vs SHAM
Se gcgpto_ paratodp eI estudio una p < 0,05 como nivel de Tablall  Trasocadon bacteriana
significacion estadistica.
Grupos  N° Sangre portal Sangre Total
Ganglio periférica
RESULTADOS n (%) n (%) n (%)
_ _ o SHAM 16 2(12% 0 (0% 2(12%
Los va ores (incluyendo megﬂay desviacion esténdar) de NPT 10 5 ((50%))* A 4(,0%;* ; ((70%))*
galtgltan on reducido (GSH) hepatico y rend se presentan enla NPTO) 8 T(88%)H 2 (25%)" 7 (88%)*
t al-d | eron niveles més baios d GNPT 8 4(50%)*  1(12%)  4(50%)*$
Todos los grupos con NPT tuvieron niveles mas bajos de GNPT() 7 5 (719%)* 6 (86%)* &

GSH que en €l grupo SHAM. A nivel hepético con valores
significativos (p < 0,001) en todoslos grupos [NPT, NPT(-),
GNPT y GNPT(-)], anivel renal solo se observaron dife-
rencias significativas en e grupo GNPT(-).

Losgrupos con NPT (estandar, enriquecida con glutami-
na, cony sin exposicién alaluz), entre ellos, no presenta-
ron diferencias en ninguna de las dos determinaciones.

Laincidenciade TB se muestraen latablall, incluyen-
do el nimero total de animalesy el porcentaje en cada uno
de los territorios observados, a nivel local (sangre porta y
ganglio mesentérico) y en sangre periférica, asi comolaTB
total.

Todos los grupos con NPT tuvieron una TB superior a
grupo SHAM en précticamente todos | os territorios obser-
vados.

El efecto delafatade luz fue negativo paralaTB, yaque
anivel local, sin glutamina[NPT vsNPT(-)] 0 en sangre pe-
riférica, con glutamina[GNPT vs GNPT(-)] tuvieron un in-
dice mayor los grupos sin exposicion alaluz. LaTB total
también fue superior en los grupos no expuestosalaluz, aun-
que aqui las diferencias no fueron significativas.

La adicién de glutamina solo mostré un efecto favorable
anivel de sangre periféricay en total (NPT vs GNPT), aun-
que las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Los cultivos redizados en nuestro estudio fueron 147, de
los cuales 42 resultaron positivos como indicadores de TB.
En lamayoria de los casos se encontrd un Gnico germen mar-
cador de TB; sdlo en 11 cultivos positivos se localizaron dos
gérmenes.

L os gérmenes mas frecuentemente encontrados fueron:
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*p< 0,05 vs SHAM; #p < 0,05vsNPT; & p< 0,01 vsGNPT; $p
= 0,06 (GNPT vs NPT).

Escherichia coli, Proteus mirabilis, seguidos de Klebsiellay
enterococos.

DISCUSION

Lanutricion parenteral total (NPT) viene siendo utiliza-
da como soporte nutricional imprescindible en numerosas pa-
tologias desde hace varias décadas, alo largo delas cuades se
haido desarrollando esta técnica haciéndola eficaz, y consi-
guiendo mejorar notablemente |as expectativas en el trata-
miento de muchas enfermedades. En el campo de la pedia-
triay lacirugia pediétrica, la NPT supuso un significativo
avance, yaque hay que destacar que en esta edad no sélo ha-
ce faltamantener el equilibrio nutricional, sino permitir el
crecimiento y desarrollo2,

Son varias |as circunstancias que favorecen laTB bajo
NPT, siendo las méas conocidas, |a atrofia de las vellosidades
intestinales secundarias a ayuno, laateracion en laflorabac-
teriana, sobrecrecimiento bacteriano, ateracién de lamotili-
dad intestinal, o la alteracion del sistemainmune del hués-
ped®=15, Pero hay otros factores que pueden jugar un papel.
LaNPT alterala capacidad antioxidante (CAO) producien-
do un aumento de radicales libres y una disminucion del
GSH(®2, que es uno de los més potentes antioxidantes intra-
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celulares, esencial paralafunciony crecimiento celular, por
lo que tiene un efecto importante en la proliferacion celular
del epitelio intestinal 2718, Esta alteracion del epitelio pue-
de modificar la permeabilidad intestinal y favorecer laTB.
De hecho, en varios model os experimentales de TB se ha ob-
servado unarelacion entre CAOy TB. Blair y cols. estimu-
lan la sintesis de GSH mediante administracion de L-2-Oxo-
thiazolidinaen ratasirradiadas, enlasquelaTB esalta. Tras
conseguir restaurar los niveles de GSH, 1a TB disminuy6 de
manerasignificatival’®). Schimpl y cols. en sumodelo de TB
en ratas con colédoco ligado®y con dto indice de TB, con-
siguen disminuirlo cuando aumentan la tasa de GSH tisular
al administrar vitaminas E y C, de marcado valor antioxi-
dante.

En larelacion NPT-CAO hay dos factores que tienen in-
terés, laglutaminay laexposicion alaluz. La glutaminaes
un aminoécido esencial parareponer los niveles deteriorados
de GSH, aunque la ventaja de su administracion no esta del
todo clara. Existe un gran nimero de investigaciones en ani-
mal es que muestra sus efectos beneficiosos (minimizala de-
plecién de GSH tisular y reduce latrad ocacion bacteriana)®19).
En € hombre los trabajos son escasos, pero parece que laglu-
tamina preservalainmunidad intestinal, previene cambios en
lapermeabilidad, reduce latasadeinfeccion y atenlialaatro-
fiadebida al ayuno®. En Pediatria hay todavia menos da-
tos, destacando un trabajo reciente de Tubman y Thompson,
parala Colaboracién Cochrane. Revisan la evidencia publi-
cada sobre la utilidad del suplemento de glutamina en pre-
maturos y solo encuentran tres trabajos que cumplen los re-
quisitos para ser tenidos en cuenta. Hacen un metaandlisis®o
en el que se concluye que no hay evidencia suficiente para
recomendar el suplemento de glutamina en prematuros, y que
se debe hacer un estudio randomizado amplio para determi-
nar si la glutamina mantiene o no laintegridad de la muco-
say reduce latasa de infeccion.

Laexposicion alaluz delasolucion de NP es otro factor
que puedejugar un papel importante en laateracion delaca-
pacidad antioxidante bajo NPT, ya que produce una peroxi-
dacién lipidicay se degradan | as vitaminas antioxidantes420),
La proteccion de laluz con material opaco de toda la solu-
cion (incluyendo labolsa o lajeringa de infusion y catéter
que conecta con € sujeto), reduce la generacion de perdxi-
dosy las alteraciones de los componentes especificos de la
solucion. En este sentido, se ha descrito recientemente quela
mejor proteccion se obtiene utilizando materia de color ama-
rillo o naranjaparalabolsay el catéter®.

Nuestros resultados confirman, por una parte, que la
NPT se asociaun grado alto de TB, ya que todos los gru-
pos que larecibieron tuvieron indices de entre 50 y 86%,
por €l 12% de los animal es alimentados por via oral. Por
otro lado, la CAO tisular, anivel hepético, se havisto muy
disminuida.

Sin embargo, la adicidn de glutamina no ha conseguido
elevar e GSH hepético, que se corresponde con los datos pu-
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blicados por Denno y cols.®, quienes consiguen elevar el
GSH plasmdtico pero no €l tisular, a suplementar con gluta-
minalaNPT.

Tampoco con lasupresion delaexposicion alaluz se me-
jorala CAO anivel hepdtico, aunque los efectos negativos
delaluz han de buscarse més anivel delaformacion de hi-
droperéxidos, que de la alteracion del GSH®.,

En cuanto alarepercusion de los cambios introducidos
en lasolucién de NPT sobrelaTB, s dalaimpresion quela
glutaminatuvo un efecto positivo. Los animales que la reci-
bieron en presenciade luz (grupo NPTG) tuvieron menos TB
(50%) que su grupo de comparacion (grupo NPT), que tuvo
€l 70%; diferencias que no llegan a ser estadisticamente sig-
nificativas, quiza debido al escaso nimero de animales de ca-
dagrupo.

No podemos decir lo mismo con la proteccién de la ex-
posicion alaluz, yaque no sélo no disminuyd la TB en los
animales no expuestos [grupos NPT(-) y NPTG(-)], sino que
se dcanzaron los indices mas altos (86 y 88%).

Podemos concluir, pues, que:

+ LaTB esaltacuando laviade nutricion es parenteral.

+ Lacapacidad antioxidante tisular disminuye por efecto
delaNPT.

+ El suplemento con glutamina o la proteccion contralaluz
no mejoran la capacidad antioxidante tisular bajo NPT.

 El suplemento con glutaminareduce la TB solo en pre-
senciadeluz.

+ LaTB debidaalaNPT aumentaen ausencia de luz.
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