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RESUMEN

Introduccion. La integridad de la pared intestinal es fundamental
en la funcion de la barrera y depende del balance de proliferacién/apop-
tosis. El intestino Corto (IC) o 1a Nutricién Parenteral (NP) inducen un
alto indice de translocacién bacteriana (TB) seguramente por fallo de
la barrera intestinal.

La administracién de probiéticos o la nutricién enteral minima
(NEM) han reducido la TB en modelos animales.

Objetivos. Determinar en 2 modelos animales de TB (IC o NP)
el efecto de la NEM y los probidticos sobre los indices de proliferacion
(IP) y apoptosis (IA) de la pared intestinal.

Metodologia. Setenta y una ratas Wistar, divididas en 4 grupos: 1)
NP (N=23): Nutricién parenteral; 2) NPNEM (N=16): NP + NEM (2,9
¢/100 g/dia dieta estandar); 3) RES (N=15): Reseccion intestinal 80%
y dieta oral estdndar; 4) RESPROB (N=17): RES + probiéticos (7X10°
UFC Bifidobacterium lactis).

Tras 10 dias en jaulas metabdlicas, se cultivaron ganglios mesen-
téricos, sangre portal y periférica. Por técnica inmunohistoquimica se
calcularon IP y IA y el cociente proliferacion-apoptosis (CPA).

Resultados. TB: Disminuy6 en los grupos NPNEM (45%) y RES-
PROB (35%) frente a los grupos NP (65%) y RES (67%). (p<0,05). IP:
Mejora en los grupos NPNEM (12,07) y RESPROB (13,93) frente a los
grupos NP (7,45) y RES (5,54). (p<0,05). IA: Mejora en el grupo
NPNEM (7,81) respecto al grupo NP (14,90). (p<0,05). CPA: Mejora
en los grupos NPNEM (1,54) y RESPROB (1,67) frente a los grupos
NP (0,50) y RES (0,71). (p<0,01).

Conclusiones. La NEM y los probidticos reducen la TB y mejoran
la renovacion celular favoreciendo la proliferacion. La NEM, ademds,
evita la apoptosis.
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ADAPTATION IN THE SMALL INTESTINE: EFFECT OF MINIMAL ENTERAL
NUTRITION AND PROBIOTICS ON PROLIFERATION AND APOPTOSIS IN
THE INTESTINAL WALL

ABSTRACT

Background. The intestinal wall integrity is central to the barrier
function and depends on the balance of proliferation/apoptosis. Short
bowel (SB) or Parenteral Nutrition (PN) induce high bacterial translo-
cation (BT) probably by the intestinal barrier bug. Probiotics or mini-
mal enteral nutrition (MEN) have reduced BT in animal models.

Objective. Determine in two BT animal models (SB or PN) the
effect of MEN or probiotics on proliferation and apoptosis rates of the
intestinal wall.

Methods. Seventy-one Wistar rats, divided into 4 groups: 1) PN
(N = 23): parenteral nutrition; 2) PNMEN (N = 16): PN + MEN (2.9
¢/100 g/day standard diet); 3) RES (N = 15): 80% bowel resection
and standard oral diet; 4) RESPROB (N = 17): RES + probiotics (7 X
10° CFU Bifidobacterium lactis).

After 10 days in metabolic cages, mesentéryc lymph nodes, por-
tal blood and peripheral blood were cultured. By immunohistochem-
istry, proliferation and apoptosis index were calculated as well as the
proliferation-apoptosis rate.

Results. BT: decreased in PNMEN (45%) and RESPROB groups
(35%) versus PN (65%) and RES (67%) groups (p<0.05). Proliferation
index: was better in PNMEN (12,07) and RESPROB (13,93) groups
than PN (7,45) and RES (5,54) groups. (p</0.05). Apoptosis index:
PNMEN group had 7,81 and PN group 14,90. (p<0,05). Proliferation-
apoptosis rate: was higher in PNMEN (1,54) and RESPROB (1,67)
groups than PN (0,50) ans RES (0,71) groups. (p<0.01)

Conclusions. MEN and probiotics reduce BT and improve cellu-
lar renewal by encouraging the proliferation. MEN also prevents apop-
tosis.

KEY WORDS: Bacterial translocation; Short bowel; Total arenteral nutri-
tion; Cell proliferation; Apoptosis.

INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal estd revestido por un epitelio
simple que sirve como barrera entre el medio exterior e inte-
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rior. La poblacidn epitelial de 1a mucosa estd sometida a una
constante y rdpida renovacion, que estd regulada por la pro-
liferacion celular y 1a muerte celular-2.

La apoptosis o muerte celular programa un proceso fisio-
l6gico que permite la eliminacion de las células inservibles,
y puede ser inducido por una amplia variedad de factores,
como la deficiencia de factores de crecimiento o de nutrien-
tes®4. Un aumento del rango de apoptosis, especialmente aso-
ciada a una reduccion de la proliferacion, lleva al tracto gas-
trointestinal a lesiones e infecciones. Por lo tanto, el cocien-
te entre los indices de proliferacion y apoptosis puede ser con-
siderado como un marcador del proceso de renovacion y madu-
racion®.

El sindrome de intestino corto (SIC), una de las principa-
les causas de fallo intestinal, es definido como el resultado de
un fallo congénito o como consecuencia de una reseccion del
intestino delgado que conlleva una drastica pérdida de capa-
cidad de absorcidn, lo cual impide el mantenimiento del balan-
ce de energia, fluidos, electrolitos y micronutrientes obteni-
dos en una dieta normal®”. En el SIC, complicaciones como
la atrofia de las vellosidades, el sobrecrecimiento bacteria-
no y el déficit inmunoldgico permiten la translocacién bacte-
riana (TB)®-10),

La nutricién parenteral (NP) es el soporte nutricional
provisional que permite mantener los requerimientos meta-
bélicos y de crecimiento, y su uso se justifica solo cuando
la nutricién enteral es imposible:12. El uso de NP est4 aso-
ciado a cambios morfoldgicos intestinales, del flujo sangui-
neo y de algunas funciones intestinales como la de barre-
ratd,

Tanto en reseccidn intestinal como en la NP, existe un
alto indice de translocacién bacteriana (TB). La TB es defi-
nida como el paso de bacterias viables o sus productos a
través de la barrera intestinal hasta ganglios linfaticos!19;
estd limitada, entre otros, por una mucosa intestinal intac-
ta(lo,

La Nutricién Enteral Minima (NEM) permite a través del
contacto directo de los nutrientes luminales con la mucosa
intestinal mejorar la actividad de las enzimas gastrointestina-
les, 1a liberacion de hormonas, el flujo sanguineo, la motili-
dad y la microflora, contribuyendo asi a estimular la adapta-
cién intestinal (719,

La ingesta de probidticos se recomienda como prevencion
para mantener el equilibrio en la flora intestinal; de ese modo,
mejora el bienestar debido que al incremento de sus niveles
induce a crear un efecto barrera contra los patégenos comu-
nes mientras facilita la absorcidn de nutrientes!%29.

OBJETIVOS

Determinar en 2 modelos de TB (IC o NP) el efecto de la
NEM y los probidticos sobre los indices de proliferacion (IP)
y apoptosis (IA) de la pared intestinal, y comprobar sus bene-
ficios para la TB.

VOL. 23,N°2,2010

MATERIAL Y METODOS

Setenta y un ratas Wistar machos (CRL: (WI) BR. Crif-
fa, Barcelona), de 250 g criadas y mantenidas en nuestras
instalaciones de acuerdo con la legislacion vigente®), fue-
ron distribuidas aleatoriamente a un régimen de infusion con-
tinua de NPT a través de un catéter yugular (Grupos NP) o a
una reseccion del 80% del intestino delgado (Grupos RES).
Auno de los grupos se le administrd nutricion enteral mini-
ma (Grupo NEM) y a otro, probidticos por via oral (Grupo
PROB):

1) Grupo NPT (N=23): infusién continua de NPT estdndar
(300 ml/24 h, 280 kcal/kg/ 24 h).

2) Grupo NPT-NEM (N= 16): NPT estdndar y dieta oral
(pienso de mantenimiento AO4 Panlab, Barcelona, hasta
15 g/24 h, 3,1 kcal/g).

3) Grupo RES (N= 15): animales con reseccién del 80% del
intestino delgado (desde 10 cm mds alld del dngulo de
Treitz hasta 10 cm antes de la valvula ileocecal) y dieta
oral. Administracion oral diaria de 1 ml de suero fisiol6-
gico por gavaje bajo sedacion.

4) Grupo RES-PROB (N= 17): RES y probidticos por gava-
je bajo sedacion (7X10° UFC Bifidobacterium lactis, Nes-
tlé S.A.)

Los animales se mantuvieron durante 10 dias en jaulas
metabdlicas individuales. Al final del experimento, los anima-
les fueron anestesiados con una mezcla de Atropina 0,1 mg/kg.
(Atropina® B.Braun Medical S.A.), Ketamina 60 mg/kg. (Keto-
lar® Parke-Davis) y Diacepan 3 mg/kg (Valium®, Roche) por
viai.m. y sacrificados en condiciones estériles mediante pun-
cion portal y cardiaca. Se tomaron muestras de ganglios lin-
faticos mesentéricos (GGLL), sangre portal y sangre periféri-
ca para su posterior cultivo y diagnostico de TB, y muestras
de duodeno, yeyuno e ileon para la obtencion de los indices
de proliferacion celular, apoptosis y el cociente proliferacion-
apoptosis mediante técnicas inmunohistoquimicas.

Las muestras de sangre portal (1 ml) y periférica (2 ml)
se inocularon en frascos de hemocultivo (Bacter, Bencton-
Dickison, Maryland, USA) y se incubaron en un sistema auto-
mético de hemocultivo (Bacter 9240, Bencton-Dickison, Mary-
land, USA) durante siete dias. Las muestras de GGLL se mez-
claron con la misma cantidad de suero salino estéril, se homo-
geneizaron y se cultivaron con un asa calibrada de 100 ml (0,1
ml) en placas de agar soja tripticase con sangre desfribinada
de caballo, agar manitol y agar Mac Conkey. Las placas se
incubaron durante 48 horas a 35°C.

La identificacion de las bacterias se hizo por medios con-
vencionales: catalasa, coagulasa, bilisesculina de la Gram (+),
y mediante galeria para la identificacién de Enterobacterias
(Api 20E, Merieux, Francia) en los Gram (-). El cultivo de
sangre, tanto portal como periférica, se considero positivo de
forma cualitativa. En el caso del ganglio mesentérico, se con-
siderd positivo un crecimiento = 100 UFC/g.

Se defini6 la TB como la presencia de Enterobacterias en
cualquiera de los campos observados.
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Tabla I Porcentaje de translocacion bacteriana de todos los
grupos.
Grupo Niimero de Porcentaje de
animales animales afectados (TB)
NP 23 65%
NP-NEM 16 45%
RES 15 67%
RES-PROB 17 35%

NP Vs NP-NEM p<0,05. RES Vs RES-PROB p<0,05

Ademds, se extrajo el intestino completo, se fij6 en for-
mol al 10% durante 24 horas, y a continuacion se extrajeron
porciones de duodeno, yeyuno e ileon de 1 cm, y se procesa-
ron en parafina segun el protocolo habitual del servicio de
Anatomia Patoldgica hasta obtener cortes de 3 micras (Micro-
tomo, Leitz). Para la determinacidn de la proliferacion celu-
lar se realizé inmunohistoquimica utilizando como marcador
primario un antigeno nuclear denominado KI67 (Dako), y
para la determinacidn de la apoptosis se utilizé un ensayo
comercial basado en la técnica de TUNEL (Apoptag® Pero-
xidase In situ Apoptosis detection kit, Chemicon).

El recuento nuclear se efectud en 100 células de cripta y
vellosidad de cada preparacion bajo microscopio; para el mar-
cador Ki67 tnicamente se utilizaron las criptas cuya base alcan-
76 la base muscular, y para la apoptosis tnicamente las vello-
sidades completas. Los indices de proliferacién (IP) y el de
apoptosis (AP) fueron calculados mediante la proporcion exis-
tente entre las células positivas y el nimero total de células.
El cociente de proliferacién-apoptosis (CPA) se calculo divi-
diendo el indice de proliferacion por el indice de apoptosis.

Todas las variables se describieron por métodos estadis-
ticos comunes. Las comparaciones entre grupos se realizé
mediante el test “t” de Student o “U” de Mann-Whitney. En
todo el estudio se aceptd una p<0,05 como nivel de signifi-
cacion estadistica.

RESULTADOS

Los porcentajes de TB de cada uno de los grupos se hallan
reflejados en la Tabla I, que recoge el niimero y el porcenta-
je de animales afectados.

La incidencia del grupo NP-NEM fue de un 45%, mien-
tras que la del grupo NP fue de 65% (p<0,05). En el grupo
RES-PROB fue de un 35%, mientras que el grupo sin trata-
miento, grupo RES, fue de un 67% (p<0,05).

Los valores de los indices de proliferacion, apoptosis y
el cociente de proliferacién-apoptosis se muestran en la Tabla
1L

Los indices de proliferacion de los grupos NP-NEM
(12,07) y RES-PROB (13,93), fueron mayores que los indi-
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TablaIl  Indices de proliferacion celular, apoptosis y cociente
de proliferacion-apoptosis.
Grupo IP IA CPA
NP 7,45 14,90 0,50%
NP-NEM 12,07 7,81 1,54%
RES 5,54 7,80 0,71%
RES-PROB 13,93 8,34 1,67*

NP Vs NP-NEM p<0,05. *NP Vs NP-NEM p<0, 01
RES Vs RES-PROB p<0,05. *RES Vs RES-PROB p<0,01

ce del grupo NP (7,45) y RES (5,54) (p<0,05). El indice de
apoptosis fue mayor en el grupo NP (14,90) que en el grupo
NPNEM (7,81) (P<0,05).

Los valores de los cocientes de proliferacion-apoptosis
fueron mayores en los grupos NP-NEM (1,54) y RES-PROB
(1,67) que en los grupos NP (0,50) y RES (0,71) (p<0,01).

DISCUSION

En las ratas Wistar sanas, la TB ocurre de modo espontd-
neo un porcentaje del 5 hasta el 10% de los casos?®?, mien-
tras que en los modelos de NP y RES los porcentajes aumen-
taron hasta entre un 65% y 67%. En ambos casos, la falta de
estimulo luminal provoca atrofia de la mucosa, que a su vez
conlleva a una disminucion de las capacidades absortivas y
digestivas, y a una pérdida de los efectos protectores. La TB
estd limitada por una mucosa intestinal intacta, el sistema
inmune del huésped y el equilibrio de la flora intestinal, fac-
tores que estdn disminuidos en nuestros modelos!'9.

El uso de la NP aunque es una terapia de supervivencia,
produce una gran variedad de complicaciones. Niinikoski et
al® observaron que a las 48 horas de inicio de 1a NPT se pro-
ducia una disminucién del contenido de ADN, longitud de
vellosidades, del contenido de proteinas, de las proliferacion
celular en las criptas, y también se observo un alto rango de
apoptosis en las vellosidades y las criptas (p<0,05). En nues-
tro modelo de NP observamos que el valor del CPA es menor
que en el grupo con estimulo enteral, debido a la disminucién
de la proliferacién y el aumento de la apoptosis. La NPT pro-
vocarfa una disminucion de los miembros antiapoptdticos de
la familia Bcl-2, que incrementaria la formacién de radicales
libres y las infecciones asociadas al aumento de la apopto-
sis®.

La administracién de nutricién enteral minima produce
un aumento de la proliferacién celular y disminucion de la
apoptosis, aumentando asi el cociente de proliferacion celu-
lar-apoptosis e indicando que existe una buena recuperacion
de la funcidn de barrera®2¥.

Después de una reseccion intestinal, la adaptacion es un
proceso que comienza de inmediato y puede durar meses o

CIRUGIA PEDIATRICA



afos, y cuya finalidad es conseguir la autonomia total. Ade-
mas del uso de dietas enterales, en los ultimos afios se han
desarrollado diferentes estudios para valorar el efecto de los
probidticos en la recuperacion de la funcion de barrera.

Los probiéticos son microorganismos que, cuando son
ingeridos, colonizan temporalmente el intestino, se estable-
cen como integrantes de su flora y ejercen un efecto benefi-
cioso en el huésped®>). Unicamente algunas cepas de Lacto-
bacillus y Bifidobacterium retinen las condiciones necesarias
para producir este efecto®®.

El empleo de los probidticos ha sido recomendado en
diversas situaciones patoldgicas: tratamiento y prevencion de
diarreas agudas, alergia alimentaria sobre todo en la intole-
rancia a la lactosa, alteraciones inmunitarias, procesos infla-
matorios intestinales, disminucion de los niveles séricos de
colesterol y prevencion de la formacién de tumores intestina-
les.

En nuestro estudio, observamos que la incidencia de la
TB disminuye hasta un 35% al administrar probidticos a un
modelo de reseccidn intestinal; al mismo tiempo, el cocien-
te de proliferacién-apoptosis aumenta a expensas de un aumen-
to de la proliferacion celular. La administracién de probidti-
cos a través de diferentes mecanismos como la estimulacién
de la respuesta inmune, competencia por los nutrientes y recep-
tores y formacion de agentes antimicrobianos especificos?®
lograrfa la recuperacion de la funcién de barrera, aumentan-
do el rango de renovacion celular y disminuyendo la TB.

CONCLUSIONES

La NEM vy los probidticos reducen la TB y mejoran la
renovacion celular favoreciendo la proliferacion. La NEM,
ademds, evita la apoptosis.
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