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La diarrea inducida con lactosa estimula la condicion oxidativa
y es mas severa en ratas deficientes en vitamina E
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RESUMEN. La diarrea es una enfermedad con alta frecuencia en el
mundo y es causa de mortalidad y desnutricién en los nifios de pai-
ses en desarrollo. Esto justifica el estudio de la alimentacién durante
la diarrea. Debido a las dificultades econdmicas y éticas del estudio
de la diarrea infantil, es conveniente usar modelos de diarrea en ani-
males. En estudios previos, se demostré que la diarrea inducida con
lactosa en ratas, estd asociada con una reduccién de los niveles
tisulares de vitamina E y también con evidencias de una respuesta
inflamatoria a nivel intestinal. En consecuencia, en este estudio se
produjo esta diarrea en ratas suficientes y deficientes en vitamina E,
con el fin de establecer su efecto en los niveles'de estrés oxidativo.
Los resultados mostraron que en un lapso de 23 dias la concentra-
cién de vitamina E tisular disminuyé en todas las ratas con diarrea,
pero esta disminucion fue sustancialmente mayor en las ratas defi-
cientes en esta vitamina. Al mismo tiempo se observé que la severi-
dad de la diarrea en las ratas deficientes en vitamina E fue un 60%
mayor que en las ratas con diarrea pero suficientes en vitamina E.
Tanto la diarrea como la deficiencia de vitamina E se asociaron con
cambios en las concentraciones de malonaldehido y en la actividad
de la superéxido dismutasa en varios tejidos. Sin embargo, los cam-
bios més resaltantes asociados con la diarrea estuvieron relaciona-
dos a un aumento en los niveles plasmaticos de malonaldehido de
casi 100% y una actividad de la superéxido dismutasa en los
eritrocitos de las ratas con diarrea, que fue entre 8 y 11 veces mayor
que la detectada en las ratas controles. Estos cambios no invasivos
correlacionaron directamente con la severidad de la diarrea. El estu-
dio muestra que la diarrea inducida con lactosa aumenta los niveles
de estrés oxidativo y que la deficiencia de vitamina E se asocia con
diarreas més severas.

Palabras clave: Diarrea, ratas, vitamina E, estrés oxidativo,
malonaldehido, superéxido dismutasa, eritrocitos.

INTRODUCCION

En estudios recientes se ha reportado que en ratas, el re-
emplazo de parte de los carbohidratos dietarios por lactosa,
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SUMMARY. Lactose-induced diarrhea increases oxidative stress
and it is more severe in rats deficient in vitamin E. Diarrhea is the
disease with high incidence in the world and causes infant mortality
and malnutrition in the developing world. This justifies the study of
nutrition and diarrhea. Due to ethical and financial considerations it
is difficult to study nutrition and diarrhea in children thus animal
models have become a convenient alternative. In previous studies it
was shown that lactose induced diarrhea in rats was associated with
areduction in tissue levels of vitamin E and also with evidence of an
inflammatory response of the intestine. Accordingly, in this study, in
order to determine the effect of this type of diarrhea on the level of
oxidative stress, diarrhea was induced in vitamin E sufficient and
deficient rats. The results showed that after 23 days the tissue con-
centration of vitamin E decreased in all the rats with diarrhea but this
reduction was substantially greater in the vitamin E deficient group.
Moreover, diarrhea was 60% more severe in the vitamin E deficient
rats than in the vitamin E sufficient group that also had diarrhea.
Both diarrhea and vitamin E deficiency altered malonaldehyde and
superoxide dismutase levels in various tissues. However, the most
outstanding changes associated with diarrhea were a 100% incre-
ment in plasma malonaldehyde and erythrocyte superoxide dismutase
activities which were 8 to 11 times higher than those seen in the rats
without diarrhea. These non-invasive changes correlated well with
the severity of diarrhea. The study shows that vitamin E deficiency
results in diarrheas which are more severe and that lactose induced
diarrhea is associated with higher levels of oxidative stress.

Key words: Diarrhea, rats, vitamin E deficiency, severity of diar-
rthea, oxidative stress, plasmatic malonaldehyde, erythrocyte super-
oxide dismutase.

produce diarrea (1). Esta diarrea se asemeja a la diarrea infan-
til (2,3) y cursa con alteraciones tanto de la morfologia como
la funcién absortiva del intestino. Asf, ratas con diarrea indu-
cida por lactosa, presentan intestinos de mayor peso y longi-
tud sin alteraciones en la altura de las vellosidades, cuando se
comparan con animales que reciben igual cantidad de alimento,
pero que no tienen diarrea. Este efecto tréfico de la diarrea
inducida por lactosa, también se manifiesta en un aumento de
la actividad de la lactasa y la sacarasa en las ratas con diarrea,
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con relaci6n a las ratas que consumen la dieta control libre de
lactosa ad libitum (4,5). En contraste con este efecto que pu-
diera considerarse como ventajoso, en el yeyuno de estas ra-
tas se observan indicios de una respuesta inflamatoria carac-
terizada por una infiltracién celular, principalmente linfocitos,
tanto en la mucosa, la submucosa y €l epitelio de revestimien-
to. Ademaés, se observé rompimiento de la chapa estriada y un
aumento importante en el niimero de figuras mitéticas y en el
mimero de células caliciformes. Esto iiltimo, es un hallazgo
frecuente cuando el intestino estd expuesto a sustancias
irritantes que producen inflamacién (4,5).

Adicionalmente a estos cambios en la morfologia intesti-
nal, la diarrea inducida por lactosa también afecta su funcién
absortiva. Asi, tal como ocurre en la diarrea infantil (6), esta
diarrea en ratas, estd asociada con una reduccién en la
digestibilidad tanto de los macronutrientes como de algunos
micronutrientes y esta disminucién es proporcional a la seve-
ridad de la diarrea (1,2). Segiin Liuzzi y col. (1) la diarrea
disminuyé la absorcién aparente de la vitamina A por un pe-
riodo més prolongado que en ¢l caso de 1a absorcion aparente
de la vitamina E. Sin embargo, el estado nutricional respecto
de la vitamina E, result6 mdis afectado por lo que estos auto-
res sugieren que en el caso de esta vitamina, la diarrea no solo
caus6 una disminuci6n de la digestibilidad, sino que ademas,
estimuld su utilizacién probablemente debido a un aumento
en el estrés oxidativo, que ocurre en respuesta al proceso in-
flamatorio que causa (1).

La relaci6n entre los procesos infecciosos ¢ inflamatorios
y el estrés oxidativo, se sustenta en la observacién que las
células fagocitarias del sistema inmune, producen radicales
libres derivados del super6xido y 6xido nitrico para neutrali-
zar la accién de las células invasoras y la eliminacién de los
tejidos afectados del huésped (7). Ademas, tal como se indi-
c6 anteriormente (1) existen numerosos estudios que han re-
lacionado [a diarrea y otros problemas inflamatorios del in-
testino con un aumento en el estrés oxidativo y una disminu-
cién en los niveles de antioxidantes. También se ha demostra-
do que compuestos con propiedades antiinflamatorios, como
es el caso de los aceites de pescado, tienen un efecto benéfico
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias del intestino
que pueden cursar con diarrea como son la enfermedad de
Crohns, la enfermedad celiaca y las diarreas inflamatorias (8).
Existe también evidencia que sefiala que la vitamina E ade-
mas de sus propiedades antioxidantes puede tener una fun-
ci6n directa en la regulacién del proceso inflamatorio, ya que
inhibe tanto a la enzima 5-lipoxigenasa como a la ruta de se-
falizacién mediada por la proteina quinasa C y que estd
involucrada en la produccién de super6xido en algunas célu-
las del sistema inmune (9,10). Toda esta evidencia sugiere
que la Vitamina E puede jugar un papel importante en el cur-
so de la diarrea, ya sea inhibiendo directamente el proceso
inflamatorio del epitelio intestinal o actuando sobre los radi-

cales libres que genera la respuesta inflamatoria.

La concentracién de aldehidos es uno de los indicadores
mas utilizados en la determinacién del dafio oxidativo y se
basa en lareaccién del dcido tiobarbitirico con aldehidos pro-
ducidos de la descomposicién de los hidroperéxidos genera-
dos en el proceso de oxidacién de los lipidos (7). La enzima
super6xido dismutasa actiia sobre el superéxido que €s uno
de los iniciadores del proceso oxidativo y que puede originar-
se por lareduccion parcial del oxigeno en la cadena respirato-
ria o en las propias células inflamatorias fagocitarias en el
proceso conocido como estallido respiratorio (11). Esta enzi-
ma genera peréxido de hidrégeno a partir del superéxido,
compuesto que es menos reactivo y ademas puede ser conver-
tido a agua por la accién de la catalasa. Asi, esta enzima que
se encuentra en el citosol, mitocondria y en el espacio
extracelular, es una enzima determinante en la regulacién de
la respuesta inflamatoria (12).

En consecuencia, se disefi6 un experimento que incluyé
ratas sin diarrea y ratas con diarrea inducida con lactosa, que
consumieron dietas suficientes y deficientes en vitamina E
por un periodo de 23 dias. Los pardmetros mis importantes
que se midieron en este experimento, fueron el efecto de la
deficiencia de esta vitamina sobre la severidad de la diarrea y
el estado nutricional respecto de la vitamina E, asi como el
grado de estrés oxidativo medidos como niveles de
malonaldehido en suero y la actividad de la enzima superéxido
dismutasa en eritrocitos. Esta enzima, se midi6 en los glébu-
los rojos, ya que estas células son muy susceptibles al estrés
oxidativo debido a que manejan altas concentraciones de oxi-
geno. ’

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ratas machos, de la cepa “Sprague-Dawley”,
con un peso promedio inicial de 95,80+1,16 g. Las ratas fue-
ron colocadas individualmente en jaulas metabélicas de ace-
ro inoxidable, y mantenidas en periodos alternos de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad. Se acondicionaron a este am-
biente experimental por un periodo de 4 dias con la dieta (13)
control (Tabla 1). Al final de este perfodo, se distribuyeron al
azar en 6 grupos de 7 ratas cada uno. El experimento fue un
disefio 2x2 factorial que incluy6 un grupo que recibi6 una
dieta control que satisfacia todos los requerimientos
nutricionales de la rata, otro que recibié una dieta idéntica a
la anterior pero deficiente en vitamina E, un grupo que con-
sumié una dieta similar a la control pero en la que un 68% del
almidén se reemplazé por lactosa para inducir diarrea, y un
grupo que se aliment6 con una dieta idéntica a la anterior,
pero déficiente en vitamina E (Tabla 1). Sin embargo, como
la dia{rea produce una reduccién voluntaria del consumo, se
incluyeron dos grupos adicionales para descartar los efectos
producidos por esta reduccion de consumo. De estos, uno re-
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cibié la dieta control y el otro la deficiente en vitamina E,
ambos sin lactosa pero cuya ingesta de alimento se restringié
de manera que consumieran lo mismo que los grupos asigna-
dos a estas mismas dietas pero con lactosa (con diarrea). Para
lograrlo, a estos grupos (restringidos) se les ofrecié diaria-
mente el promedio de la cantidad de alimento consumida por
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los grupos con diarrea (suficientes o deficientes en vitamina
E), el dia anterior. Con el fin de mantener la descripcién de
los resultados lo mds simple posible, estos grupos no se in-
cluyeron en las tablas ni graficos sino que se hace referencia
a ellos s6lo en el texto.

TABLA 1
Composicién de las dietas (g/100g dieta)

Ingredientes Dieta Control ~ Dieta Control Dieta Diarrea Dieta Diarrea
(+ vitamina E) (- vitamina E) (+ vitamina E) (- vitamina E)
Caseina 16.3 16.3 16.3 16.3
Aceite de maiz 5 0 S 0
Aceite de maiz sin vitaminaE 0 5 0 5
Mezcla vitaminas'* 1 0 | 0
Mezcla vitaminas !
sin vitamina E 0 1 0 1
Minerales
AIN-76! 35 35 35 3.5
Colina bitartrato 0.2 0.2 0.2 0.2
L-Metionina 0.3 0.3 0.3 0.3
Almidén de maiz 73.7 23.7 73.7 23.7
Lactosa 0 50 0 50

Las dietas se prepararon de acuerdo a las recomendaciones del American Institute of Nutrition (13).

1. Las mezclas de vitaminas tanto con vitamina E como sin vitamina E, se prepararon en el laboratorio en base a
la férmula de la mezcla vitaminica AIN-76 (13) y l1a vitamina E presente en el aceite de maiz se eliminé extrayén-
dola con hexano en presencia de carbén activado (14). La mezcla mineral, caseina, bitrartrato de colina y Ia
metionina se compraron en Harlan Teklad (Madison WI) y la lactosa de ICN (Cleveland OH).

En el caso de las dietas deficientes en vitamina E, al aceite
de maiz utilizado en la formulacién se le redujo el contenido
de esta vitamina, extrayéndola con hexano en presencia de
carbén activo tal como recomiendan Mohri y colaboradores
(14). Con este sistema, la concentracién de a-tocoferol del
aceite de mafz se redujo de 11.45 mg/100ml a 1.45 mg/100
ml.

Se mantuvo un registro diario de consumo de alimento y
crecimiento de los animales y se realizaron dos recolecciones
de heces de 48 horas, la primera durante los dias 10-11 y la
segunda durante los dias 21-22 del experimento, para la deter-
minacién de la masa fecal y severidad de diarrea. Para la co-
leccién de heces, se utilizaron rejillas y embudos y a las jaulas
se les adapté una rejilla adicional que permite colectar heces
diarreicas (1).

El experimento duré 23 dias, durante los cuales, las ratas
con excepcion de las asignadas a’los grupos restringidos, reci-
bieron las dietas y agua ad libitum. Al dia 23 del experimento,
y después de una noche de ayuno, las ratas se dnestesiaron
con éter y se sacrificaron por decapitacién. Se tomaron mues-
tras de sangre en tubos heparinizados, y a continuacién se di-
secé el higado, rifién y testiculos y se mantuvieron congela-

dos a -20°C. El plasma y los glébulos rojos se separaron por
centrifugacién, a 2500 r.p.m. por 15 minutos, entre 0-4°C.
Los glébulos rojos se lavaron 3 veces con solucién salina
isoténica y el plasma y los glébulos rojos asi obtenidos se
guardaron congelados.

La concentracién de Vitamina E en el aceite de maiz, en
el plasma y los tejidos, se determiné por HPLC usando el
método de Chow y Omaye con las modificaciones descritas
por Liuzzi (1). La actividad de la enzima super6xido
dismutasa en eritrocitos, higado, rifién y testiculos se medié
usando el método de McCord and Fridovich (15) y los nive-
les de sustancias reactivas con el 4cido tiobarbittirico se mi-
dieron usando el método de Ohkawa y colaboradores (16) y
se expresaron en unidades de malonaldehido. Los niveles de
proteina y hemoglobina presentes en los tejidos en que se
midieron los niveles de este aldehido o la superéxido
dismutasa, se determinaron usando los métodos de Lowry (17)
y Drabkin (18) respectivamente. Tanto el manejo, la alimen-
tacién como la toma de las muestras de las ratas utilizadas, s€
hizo conforme a los lineamientos recomendados por €l
National Research Council para el uso y cuidado de animales
de laboratorio (19).
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Los resultados obtenidos se analizaron usando andlisis de
varianza de dos vias y las medias se compararon usando el
test de los rangos miiltiples de Duncan. En estos andlisis el
nivel de significancia se mantuvo en un 5%. Para estos anali-
sis se utiliz6 el programa SPSS versién 7.5.

RESULTADOS

La Tabla 2 muestra que independientemente del consumo
de vitamina E, las ratas sin diarrea consumieron entre un 30%
y un 40% més que las con diarrea, y crecieron casi el doble.
Este mismo comportamiento se observé en las ratas a las que
se les restringi6 el consumo de la dieta control con vitamina E
y en aquellas deficientes en vitamina E (no se muestra en la
Tabla). Asimismo, la tabla muestra que el consumo de lactosa
fue similar en los dos grupos con diarrea y que el consumo de

vitamina E de las ratas asignadas a las dietas deficientes en
vitamina E fue sustancialmente menor que el de las ratas asig-
nadas a las dietas con vitamina E. Esto lo confirman los resul-
tados que se muestran en la Tabla 3 que sefialan que las ratas
asignadas a las dietas sin vitamina E tenian al final del expe-
rimento menos vitamina E tanto en el plasma, como en el
higado y el rifién. En la Tabla 3 se observa ademais, que las

" ratas con diarrea tenian una concentracién menor de vitamina

E en el higado y el rifién que las sin diarrea. Es importante
indicar que los grupos asignados a las dietas exentas del laxante
(lactosa) pero cuya ingesta se igualé al medido en las ratas
con diarrea (grupos restringidos), también redujeron los nive-
les de vitamina E en el higado y el rifién pero estas reduccio-
nes fueron menos severas que las detectadas en las ratas con
diarrea.

TABLA 2
Peso inicial, consumo de dieta, lactosa, vitamina E y crecimiento en ratas que recibieron dietas con lactosa
(Diarrea) o sin lactosa (Controles), suficientes (+E) o deficientes en vitamina E (-E) durante 23 dias

Crecimiento

Dieta Peso Inicial Consumo Dieta Consumo Consumo
VitE Lactosa
g g/23 dias g/23 dias g/23 dias g/23 dias
Control + E 95.53+£10.0* 301.3+25.2° 12.6x1.1* 0 144.6+11.8°
Diarrea+ E 94.91+£10.8 * 211.8£194° 8.3610.8° 105.949.3* 69.25+15.6"
Control - E 96.43+£10.6* 285.74£26.2° 1.46+0.13 ¢ 0 128.831+12.1°
Diarrea- E 97.52+10.3* 213.0+£25.4° 1.2240.12 ¢ 106.5+12.7* 68.16x13.5°

Las cifras muestran mediasz la desviacién standard de 7 ratas. Medias con letras distintas son diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba
de los rangos miiltiples de Duncan. Las ratas suficientes en vitamina E recibieron una mezcla vitaminica que satisfacfa todos sus requeri-
mientos vitaminicos (AIN-76). Las deficientes en E recibieron una mezcla idéntica pero deficiente en vitamina E tanto en la mezcla como
en el aceite de maiz. La diarrea se indujo reemplazando parte del almidén de maiz por lactosa. El experimento dur6 23 dias. Las dietas

utilizadas se muestran en la Tabla 1.

TABLA3
Concentracién de vitamina E en plasma, higado y rifién en
ratas que recibieron dietas con lactosa (Diarrea) o sin
lactosa (Controles), suficientes (+E) o deficientes (-E) en
vitamina E durante 23 dias

Dieta Concentracién de a-Tocoferol
Plasma Higado Rifién
wdl ng/s uglg
Control + E 1149.84275.2* 19.5413.51* 4.18%+1.33®
Diarrea + E 1011.24192.7*  7.01£1.94° 2.554+0.81"
Control - E 87.5+4.9° 0.83+0.32¢ 1.00+0.15°¢
Diarrea - E 75.7+12.2° 0.5610.04 ¢ 0.97+0.12 4

Las cifras muestran medias * la desviaci6n estdndar de 7 ratas. Medias con
letras distintas son diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba de los rangos
miiltiples de Duncan.

Para més detalles ver las notas al pie de la Tabla 2.

La Figura 1 muestra la masa fecal excretada entre los dias
10-11 y 21-22 en los cuatro grupos de ratas estudiadas. Se
observa que las ratas sin diarrea (A vacios y llenos) mantu-
vieron una produccién fecal uniforme y baja (= 30 mg/ g die-
ta consumida), tanto en la primera como en la segunda reco-
lecci6én. Sin embargo, las ratas con diarrea mostraron
excreciones fecales sustancialmente mayores en la primera
recoleccion y estas disminuyeron hasta que casi alcanzaron a
las medidas en las ratas controles durante la segunda recolec-

~ cién. Destaca en la figura que durante la primera recoleccién,

las ratas con diarrea pero deficientes en Vitamina E tuvieron
diarreas mucho mas severas (= 60%) que las suficientes en
vitamina E (p<0.05).
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FIGURA 1
Masa fecallmedida en ratas que recibieron dietas con
lactosa (Diarrea) o sin lactosa (Controles) suficientes (+E)
o deficientes (-E) en vitamina E durante 23 dias

Las colecciones fecales se realizaron entre los dias 10-11 y 21-22 del
experimento que duré 23 dias. Los simbolos muestran la masa fecal promedio
de 7 ratas y simbolos con letras diferentes son diferentes (p< 0.05). La diarrea
se indujo reemplazando parte del almidén dietario por lactosa. Las ratas
(+E) recibieron una mezcla vitaminica que satisfacia todos sus requerimientos
vitaminicos y las (-E) recibieron una mezcla idéntica pero sin vitamina E ni
en la mezcla ni en el aceite de maiz. La composicién de las dietas se muestra

en la Tabla 1

La Figura 2 muestra el efecto de ladiarreay la vitamina E
dietaria sobre los niveles de malonaldehido en plasma. Se ob-
serva que independientemente de la vitamina E dietaria, las
ratas con diarrea tenian concentraciones de malonaldehido
circulantes que eran casi el doble de las sin diarrea. Sin em-
bargo, la concentracién de malonaldehido en suero también
aumenté en el caso de las ratas sin diarrea a las que se les
restringié el consumo, pero este aumento fue menor que en
las con diarrea y consumos similares; sugiriendo que el con-
sumo de alimento también fue importante en relacién con los
niveles de malonaldehido circulante. Los niveles de
malonaldehido en higado no variaron ni en respuesta a la diarrea
ni al consumo de vitamina E, pero en testiculos y rifién se detec-
té unarelacidn inversaentre laconcentracion de malonaldehido
y el consumo de vitamina E con coeficientes de correlacion li-
neal de r=-0.72 yr=-0.37 respectivamente.

La Tabla 4 muestra el efecto de la diarrea y del contenido
de vitamina E en la dieta sobre la actividad de la enzima
superéxido dismutasa en los eritrocitos, el higado y los testi-
culos de las ratas estudiadas. Los resultados sefialan que la
diarrea estuvo asociada con un aumento sustancial en la acti-
vidad de esta enzima en los eritrocitos (8-10 veces) y que este
fue méas pronunciado en las ratas deficientes en vitamina E
(p<0.05). En las ratas con consumos restringidos no se esti-
mulé la actividad de la superéxido dismutasa, lo que demues-

tra que este efecto se debid exclusivamente a la diarrea. En el
caso de laactividad de lasuper6xido dismutasa en testiculos, se
observo que aumentd en el caso de las ratas que consumieron
las dietas deficientes en vitamina E y dentro de este grupo, el
mayor aumento se detect6 en las ratas que eran deficientes en E
y al mismo tiempo tenian diarrea. En el caso del higado se ob-
servd lo contrario, ya que la actividad disminuy6 en las ratas
deficientes en vitamina E y esta disminucién fue més evidente
en las ratas deficientes en vitamina E con diarrea.

FIGURA 2
Concentracion de malonaldehido plasmético en ratas que
recibieron dietas con lactosa (Diarrea) o sin lactosa
(Controles), suficientes (+E) y deficientes (-E) en vitamina
E durante 23 dias

Diarrea +E
B Diarrea -E

m Cont +E
O Cont -E

Ver detalles en la Figura 1

TABLA 4
Actividad de la enzima Superdxido Dismutasa en
eritrocitos, higado y testiculos, en ratas que recibieron
dietas con lactosa (Diarrea) o sin lactosa (Controles),
suficientes (+E) o deficientes (-E) en vitamina E durante

23 dias
Dieta Actividad Super6xido Dismutasa
Eritrocitos Higado Testiculos
U/mg Hb U/mg prot U/mg prot
Control + E 1848.8+337.7c  379.3+65.4 “ 388.0+98.0 “
Diarrea + E 7925.2+1476.3 b 451.7+82.8 “ 324.9+13.7¢
Control - E 1725.4+215.9“ 239.5+100.9 b 591.7+80.9 b
Diarrea - E 11849.6+2526.8 “ 173.6+96.2“  713.9+264.7"

Las cifras muestran medias + desviacion estdndar de 7 ratas. Medias con
letras distintas son diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba de los ran-
gos multiples de Duncan.

Para mas detalles ver las notas al pie de la Tabla 2
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La Figura 3 muestra la relacién entre la masa fecal reco-
lectada entre los dias 10 y 11 y la concentracién de
malonaldehido plasmatico y la super6xido dismutasa en
eritrocitos. En ambos casos hubo buenas correlaciones entre
estas variables, pero en el caso de la superdxido dismutasa,
se observaron aumentos en su actividad que presentaron ma-
yor correlacién (r= 0.99) con la excrecién fecal.

FIGURA 3
Relacién entre la concentracién de malonaldehido
plasmitico o la actividad de la superéxido dismutasa (SOD)
en eritrocitos con la masa fecal excretada en ratas que
recibieron dietas con lactosa (Diarrea) o sin lactosa
(Controles), suficientes (+E) o deficientes (-E)
en vitamina E durante 23 dfas
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La masa fecal corresponde a la coleccién realizada entre los dfas 10y 11 del
experimento.

DISCUSION

El propésito de lograr una deficiencia de vitamina E, eli-
mindndola de la mezcla vitaminica y del aceite de maiz se
logrd, ya que al finalizar el experimento, las concentraciones

de vitamina E en las ratas asignadas a las dietas deficientes en
esta vitamina, fueron muy bajas comparadas con las de las
ratas suficientes. Es importante indicar que esta reducci6n se
logré en 23 dias y no tuvo consecuencias significativas ni en
el consumo de alimento ni en el crecimiento de las ratas estu-
diadas. Asf, las ratas que consumieron las dietas deficientes
en vitamina E crecieron lo mismo que las suficientes en esta
vitamina, aun cuando sus reservas endégenas se consumieron
hasta el punto que al finalizar el experimento, tenian respecti-
vamente unas 13, 18 y 3 veces menos vitamina E en el plas-
ma, el higado y rifién que las suficientes.

Una observacién importante de este estudio fue que [a
diarrea a pesar que no tuvo efectos en los niveles circulantes
de la vitamina E ni en las ratas suficientes ni en las deficien-
tes, si caus6 una reduccién significativa en la concentracién
tisular de esta vitamina. Esto confirma observaciones anterio-
res (1) y sefiala que durante la diarrea, es importante aportar
una fuente exdgena de vitamina E con el fin de mantener ni-
veles tisulares adecuados.

Uno de los hallazgos m4s relevantes de este estudio fue
que la deficiencia de vitamina E estuvo asociada con diarreas
mis severas. Esto se detect6 en la primera recolecci6n fecal,
realizada entre los dias 10 y 11 del experimento, pero noen la
segunda recoleccién que se hizo entre los dias 21 y 22 del
experimento. Esto se explica, ya que la diarrea inducida con
lactosa es severa en los primeros dias de exposicién a este
disacérido, pero luego las ratas se adaptan al consumo de
lactosa y dejan de tener diarrea (1,4,20), probablemente por
accién de la microflora del ciego y colon, que fermenta la
lactosa. Asf, durante el periodo en el que la lactosa fue efec-
tiva como laxante, las ratas asignadas a las dietas deficientes
en vitamina E tuvieron diarreas mis severas que las que con-
sumieron dietas suficientes en esta vitamina, Como el consu-
mo de lactosa en las ratas suficientes y deficientes en vitami-
na E fué similar, se puede suponer que el efecto osmético que
ejerci6 este disacarido en el intestino, debié haber sido simi-
lar en ambos grupos y en consecuencia las severidades de las
diarreas también deberian haber sido parecidas. Como esto
no fue asf y las ratas deficientes en Vitamina E tuvieron diarreas
mds severas, se puede concluir que la vitamina E por sus co-
nocidas funciones antioxidantes y antiinflamatorias reduce la
severidad de la diarrea. Esto puede tener aplicaciones practi-
cas en lo que se refiere a la alimentaci6n durante la diarrea y
coincide con observaciones anteriores en las que se reporté
que en ratas con diarrea inducida con lactosa, el aporte de
aceite de maiz, se asoci6 con diarreas menos severas que la
registrada en animales que recibieron una alimentacién con
grasa de leche o de cochino (20). Aunque estos tres tipos de
lipidos dietarios son diferentes en muchos aspectos, el aceite
de maiz es €l que aporta mis vitamina E de los tres. ]

Los elevados niveles de malonaldehido plasmiticos de-
tectados en las rataé.\con diarrea, refuerzan la idea de que este
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tipo de gastroenteritis puede estar asociado con una aumento
en el dafio oxidativa. Se debe destacar sin embargo, que este
aumento en los niveles de malonaldehido en respuesta a la
diarrea se observé sélo en el plasma. De los demads tejidos
estudiados, los niveles de malonaldehido aumentaron en el
rifién y testiculos pero el aumento se debid principalmente a
la deficiencia de vitamina E més que a la diarrea. S6lo en el
rifién se observé que las ratas que tenian diarrea y al mismo
tiempo eran deficientes en vitamina E tenfan los niveles més
elevados de este aldehido comparado con los demds grupos (=
70%7T). Sin embargo, el hecho de haber encontrado una aso-
ciacién entre la diarrea y niveles elevados de malonaldehido
en el plasma y rifidn, es indicativo de que la diarrea redujo la
capacidad antioxidante en estos animales, ya que la forma-
cién de aldehidos es una consecuencia de la oxidacién
peroxidativa de los lipidos (7,11). :

Un factor importante para mantener un apropiado equili-
brio antioxidante, lo constituyen sistemas enzimdticos capa-
ces de neutralizar especies reactivas de oxigeno antes de que
ellas puedan ejercer su ataque oxidativo. Dentro de estos sis-
temas enzimaéticos, la super6xida dismutasa (SOD) juega un
papel primordial ya que actia sobre uno de los primeros
oxidantes que se producen en el organismo como es el
super6xido, que es el generador de pricticamente todas las
especies reactivas de oxigeno que amenazan las estructuras
celulares (21). Adicionalmente, el super6xido tiene una fun-
¢ién estimuladora de la transcripcién de citoquinas en las cé-
lulas inflamatorias y esta especie reactiva de oxigeno se ha
asociado con el dafio de varios 6rganos como el rifién, estd-
mago, intestino, y corazén en condiciones de isquemia-
reperfusion (21). La superéxido dismutasa juega un papel muy
importante en aliviar patologias asociadas con inflamaci6n y
estrés oxidativo. Animales transgénicos que sobreexpresan esta
enzima se han visto protegidos de patologias pulmonares me-
diadas por radicales libres (22), y compuestos que inducen su
actividad (23), son efectivas en el tratamiento de enfermeda-
des inflamatorias del intestino. Ademads, la enzima de bovino
se ha utilizado con cierto éxito en el tratamiento de la enfer-
medad de Crohns (24) y miméticos no proteicos de la enzima
capaces de neutralizar el superéxido, se han usado para preve-
nir dafios pulmonares (25) y se los ha propuestos como
farmacos importantes en el tratamiento del paciente critico
(21). En el organismo existen tres formas de esta enzima, una
esta ubicada en el citosol y contiene cobre y cinc, otra en la
mitocondria que contiene manganeso y recientemente se ha
identificado una forma extracelular que también tiene cobre
y cinc, que estd presente en la mayoria de los érganos y a la
que se le atribuye un papel compensatorio al estrés oxidativo
en el ambiente extracelular (21-26). Las tres formas conoci-
das de esta enzima aumentan su actividad en casos de infla-
macion y estrés oxidativo, pero la que contiene manganeso y
la extracelular son las mds sensibles (27-28).

En este estudio no se discriminé entre las diferentes
isoenzimas de la superdxido dismutasa, pero su actividad es-
tuvo fuertemente influenciada tanto por la diarrea como por
el estado nutricional de la vitamina E. Asi, la actividad de
esta enzima en eritrocitos, aument6 sustancialmente (8 a 10
veces) en respuesta a la diarrea, en los grupos suficientes y
deficientes en vitamina E, y aument6 en testiculos, sélo en
los grupos con diarrea y deficiencia de vitamina E.
Sorprendentemente en el higado 1a deficiencia de vitamina E
estuvo asociada con actividades menores, particularmente en
el grupo deficiente en vitamina E con diarrea.

En otros estudios que han discriminado entre los diferen-
tes tipos de SOD, han encontrado que una de las isoformas
responde més a la respuesta inflamatoria que otras en dife-
rentes tejidos (27). Asi, como aqui no se hizo la discrimina-
cién entre isoenzimas, se vio la resultante de los cambios en
todas las formas. Sin embargo, el hecho que haya aumentado
tan claramente en los eritrocitos y la importancia que se le da
a esta enzima en el control de la inflamacién y el estrés
oxidativo (21-28), es sugestivo que en este estudio la diarrea
y particularmente la diarrea con deficiencia de E caus6 un
proceso inflamatorio que estimulé la actividad de la SOD
como respuesta compensatoria. Las altas correlaciones entre
la severidad de la diarrea y la actividad de 1a SOD en eritrocitos
y los niveles de malonaldehido en plasma apoyan esta hipd-
tesis. Estos resultados estan de acuerdo con los de Laskowska-
Klita y Chelchowska (29) que detectaron altas actividades de
superdxido dismutasa en pacientes con fibrosis quistica y bajos
niveles de vitamina E en estas mismas células y sugieren que
tanto los niveles de malonaldehido en plasma como la activi-
dad de la superéxido dismutasa en eritrocitos, pudieran ser
indicadores no invasivos, litiles en establecer los niveles de
inflamacién y estrés oxidativo asociados con la diarrea.

En general, este estudio indica que la diarrea inducida con
lactosa es sensible al estado nutricional de la vitamina E y que
consumos adecuados de esta vitamina resultan en diarreas me-
nos severas. Ademds, los resultados sugieren que el efecto favo-
rable de la vitamina E en el manejo de este tipo de gastroenteritis
puede estar asociado con un mejor control del dafio oxidativo
que produce la inflamacion del tracto gastrointestinal en res-
puesta al proceso diarreico y que difunde a otros tejidos y se
detecta tanto en el plasma como en los eritrocitos. Estos hallaz-
gos estdn de acuerdo con las observaciones de Nieto y colabo-
radores (21) que sefialaron que la diarrea inducida por lactosa
reduce la capacidad antioxidante a nivel intestinal.

Desde un punto de vista practico, los resultados sugieren
que la vitamina E deberia considerarse como un nutriente
importante en la alimentacién durante la diarrea y su eficacia
deberia estudiarse en la diarrea infantil. Es posible que asi
como la suplementacién con vitamina A ha demostrado ser
eficaz en reducir la incidencia de diarrea (31), la vitamina E
pudiera ser iitil en el control de su severidad.
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