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factor antisecretor- es una proteina que lnhibe la

hipersecrecién intestxnal inducida por enterotoxinas bacterxanas

i o por.p:ogtaqlandinas. Es inducido en ratas o’en cerdcs retados
“iﬁtrgééétricahente con toxina de célera (CT). Lé :actividad
"“antisecretora se encuentra principalmente en pituitaria,: aunque
se desconoce el sitio de sintesis y las vias de‘diécribﬁcién. Se
ignora la importanc1a de esta proteina ‘en dzarrea aguda (DA) en
humanos. El objetivo del trabajo -fue estudiar “la presencia de
actividad antisecretora (AAS) en el de plasma de nifios con'y sin

diarrea.

Para tal efectc se realizé un estudio observacional,
prospectivo y longitudinal en 63 nifios con edades de 2 meses a
5 afios que se distribuyeron en 3 grupos de estudioc: todos los
pacientes tuvieron menos de 72 hrs de evolucién. Una muestra de
4 ml de sangre se tomd en cada caso, por dos ocasiones : el dia
de la captacién y 4 dias después, mientras que de los controles
sanos solamente se tomé una nuestra el dfa de la captacién. El
plasma se procesé por cromatografia por afinidad en agarosa para
separar la AAS de otros componentes. La fraccidn adherida al gel
se eluyé con a-metil-glucosa para posteriormente medir su
actividad en un modelo de asa ligada en rata. La nuestra se
inoculé por via intravenosa (IV) & un par de ratas que ensequida
fueron retadas con CT en asas yeyunales ligadas previamente. La
secrecién intestinal se midié por la razén peso/longitud (mg/cm)
de las asas con CT y la AAS se midié por el por ciento de

inhibicién de la secrecién en las ratas inoculadas IV con la

muestra, comparada con la secrecidn observada en ratas inoculadas
R




Iv;coh solucién reguladora . -

g Se estudiaron 21 nifios. asintomdticos, 22 con DA sin sangre
Y 20 con DA con sangre. No hubo significancia estadistica en las
caracteristicas clinicas de los grupos a excepcién de la duracidén
de la diarrea que fue menor en el grupo de DA sin sangre. En el
grupo de diarrea sin sangre la AAS del plasma fue
significativemente mds alta en el dia 4 (mediana 14.5 con
amplitud 0-55) que en el dia 1 (0, 0-43) con una p de 0.04; en
pacientes con DA con sangre la AAS del plasma en el dia 4 (13.5,
0-62) también fue mAs alta gue en el dia 1 (2.5, 0-36) aunque el
incremento no fue significativo. La AAS del plasma en el dia
4 de ambos grupos fue significativamente méds alta que la

observada en controles sanos (0 %, 0-22 %) con una p < 0.05.

Concluimos que existe AAS en el plasma de humanos; que la
AAS es baja al inicio de la diarrea y que incrementa cuando la
diarrea se limita, y que no existen diferencias en la AAS de los

pacientes con diarrea aguda sin sangre y con sangre.




La diarrea infecciosa aguda es un problema de salud mundial
que ocupa el segundo lugar como causa de morbilidad y uno de los
primeros lugares como causa de mortalidad en los paises en vias
de desarrollo (1). Anualmente mueren aproximadamente mds de 5
millones de personas por diarrea infecciosa aguda, el 80 % de
estas muertes corresponden a nifios menores de 2 aftos (2). De
todas las enfermedades infecciosas, las diarreas tienen el efecto
adverso mAs grande en el crecimiento de los nifios. Este eé el
resultado de factores tales como malabsorcién de nutrientes en
el intestino delgado causada por el procesc infeccioso y la
ingesta de dieta reducida resultante de la anorexia y el retiro
de alimentos como consecuencia de las practicas tradicionales

(3).

Las diarreas todavia son causa de hospitalizacioén en 30 &
de las admisiones hospitalarias en paises an desarrollo, lo cual
ocasiona el uso de antibiéticos caros y liquidos intravenosos que
producen una carga financiera y familiar en los presupuestos

nacionales de salud (4).

Un amplio espectro de etiologias virales, bacterianas y
parasitarias ocasionan diarrea infeccicsa aguda con diversos
mecanismos fisiopatogénicos. La diarrea infecciosa aguda ocurre
cuando un numero critico de microorganismos (o en algunas
ocasiones toxinas microbianas preformadas) es ingerido, sobrevive

el paso a través de la acidez gdstrica y llega al intestino (5).
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Una. “vez ahi, los organismos deben adherirse al moco o
directamente a las células epiteliales y colonizar el lumen o
invadir las células de la pared intestinal. El primer caso ocurre
generalmente en la parte alta del intestino delgado donde una
enterotoxina microbiana o el microorganismo mismo ocasionan
hipersecrecién que se manifiesta como diarrea acuocsa. En el
segundo caso, el microorganismo © sus citotoxinas causan un
proceso invasivoe, principalmente en el colon, que se manifiesta

como disenterfa (6).

En los casos de diarrea acuosa, hay dos maneras por las que
los microorganismos enteropatégenos o sus productos pueden
alterar el funcionamiento normal del intestino. El1 primero es
mediante un aumento directo o indirecto de los mecanismos
sacretores normales, induciendo una secrecién neta anormal. El
segundo, es destruyendo células de absorcién u otras vias que
provocan un desequilibric en el flujo bidireccional de agua y

electrélitos, resultando en hipersecrecién (7).

Escherichia coli enterotoxigénica y Vibrio cholerae 01 son
microorganismos que aumentan los mecanismos secretores normales
{(8,9); estos patégenos se adhieren a la pared del intestino
delgado mediante factores de colonizacidn, que generalmente son
fimbrias que tienen gran afinidad por receptores presentes en la
membrana del enterocito. Una vez que colonizaron la vecindad del
epitelio, producen enterotoxinas como la termoldbil de E,_c¢oli
v la de V. _cholerae que interactuan con el ganglidsido GM1 de las

células epiteliales e inducen un aumento del seqgundo mensajaro
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AMPc; este segundo mensajero estimula una enzima (proteina cinasa
A) que modifica la estructura de los sistemas de transporte de
los electrélitos en la membrana del enterocito. El resultado
final es un bloqueo en la absorcién de Na y Cl, y por ende, de
agua en las vellosidades y el aumento en la secrecién de Cl y
HCO3 y por tanto de agua en las criptas (10). Las toxinas
termoestables de E, coli y Y. enterocolitica actian de manera

similar, solo gue utilizan como segundo mensajero al GMP ciclico

(11,12).

Microorganismos que destruyen células de absorcién
(vellosidades intestinales) incluyen _E. _¢oli enteropatcgénica
(EPEC) (13), G. lamblia (14), Cryptosporidium (15) y rotavirus
(16). Estos microorganismos se adhieren a las células en las
puntas de las vellosidades del intestino delgado, pero no
alcanzan 1la zona de las criptas. EPEC, G. _Jlamblia vy
¢ryptosporidium se adhieren fuertemente a las vellosidades de la
menbrana en el enterocito causando atrofia de 1la regién
responsable de la absorcién de Na y Cl. En el caso de G. lamblia
Yy Cryptosporidiym la infeccién despierta una respuesta
inflamatoria en la mucosa intestinal y se cree que mediadores de
inflamacién pueden también danar la pared intestinal. Rotavirus
se adhiere tawbién al enterocito, pero en este caso invade la
célula, se nultiplica intracelularmente y 1lisa las células,
liberando particulas virales gue van a invadir a otros

anterocitos.

En casos de diarrea aguda con sangre el microorganismo o sus

Cair)
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productos . citotéxicos causan un’ . proceso - invasivo en colon
acompafado de una respuesta inflamatoria local. shigella invade
y se multiplica dentro de las éélulas epiteliales del colon y
rara vez penetra mas alléd de la lémina propia (17). Dentro de la
célula epitelial, la  bacteria puede producir una toxina,
denominada toxina shiga gue detiene la sintesis de proteinas del
enterocito Yy junto con el proceso invasivo, proveca la
destruccién de la mucosa e induce una respuesta inflamatoria
(18). E. «oll enteroinvasora provoca diarrea con sangre mediante

necanismos similares a los de Shigella (19).

Salmonella invade la pared intestinal del colon y del
ileon; la bacteria se adhiere al enterocito y penetra por un
mecanismo de pinocitosis donde la membrana de la célula rodea
al microorganismo y éste viaja dentro de la vesicula hasta la
lanina propia donde es liberada (20). AllLl, la bacteria se
multiplica e induce una fuerte respuesta inflamatoria , cuyos
mediadores aumentan el dafio a la pared intestinal y algunos de
ellos, pueden provecar hipersecrecion, contribuyendo a la pérdida

de liquidos.

campylobacter , a semejanza de Salmonella y Yersinia spp.
atraviesa 1la mucosa intestinal en ileon terminal y colon,
causando poco dafioc al epitelio y se multiplica en lamina propia
¥y en nédulos mesentéricos, induciendo una fuerte respuesta
inflamatoria (21). El microorganismo preduce una enterotoxina
semejante a la termoldbil de E, ¢oli y a la de V. cholerae (22)

y se suglere que participa en la hipersecrecidén, principalmente




en aquellos casos de diarrea acuosa sin sangre.

¢. difficile coloniza el colon, pero no invade la mucosa;
el danc que causa estd mediado por toxinas. La toxina A causa
desprendimiento de células epiteliales en las vellosidades sin
afectar la zona de las criptas; conforme la lesién progresa en
el lumen se acumulan restos celulares y células inflamatorias que
forman pseudomembranas y en la pared intestinal se observa

necrosis y sangrado (23,24).

Entamoeba histolytica (25) coloniza el colon e interacciona
con las células epiteliales mediante una lectina que recochoce
residuos N-acetilgalactosanina sobre la membrana celular. E1
trofozoito libera entonces proteinas dencminadas amebdéforos que
se insertan en la membrana del enterocito y forman canales que
provocan lisis celular. El1 pardsito libera también enzimas
proteolfiticas e hidroliticas y fagocita células muertas o
moribundas, lo que favorece una mayor penetracién a la pared

intestinal.

La enfermedad diarreica involucra interacciones complejas
entre el hospedero y el microorganismo. Estas interacciones
involucran varios factores del hospedero, no inmunolégicos e
inmunolégicos, cuya funcidén es proteger al cuerpo contra efectos

dafiinos de varios patégenos entéricos y sus toxinas.

Algunas de las lineas de defensa gque funcionan contra

patégenos entéricos son: La acidez gdstrica normal,la motilidad
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del” inﬁesﬁir@b delqado,lva capa.de moco,la microflora intestinal

normal y el sistema. inmune de mucosas (5).

Un pH géastrico inferior a 4.0 es una defensa importante
vontra bacterias ingeridas. Muchas bacterias se destruyen
ripidamente con un pH menor que 4, ejemplo, Salmonella, E. c¢oldi,
¥.. cholerag, etc., La peristalsis normal mueve las bacterias
ingeridas del intestino delgado dentro del colon; este proceso
es probablemente asistido por la accién del moco secretado, que
ayuda a remover partfculas inertes de la superficie de la mucosa

(5).

Ia resistencia al desarrollo de infecciones respiratorias
-] intestinales‘ se asocia nmds con la presencia de anticuerpos
especI £icos en secreciones mucosas gue con aguellos en el suero.
la IGA es el isotipo de inmunoglobulina predominante en las
secreciones mucosas y eBto es generalizable para todas 1las
superf icies mucosas. La Igh se sintetiza, transporta y secreta
en la pared intestinal , ya Que es el lumen su sitio de accién
cono defensa de mucosas, estos hechos hacen gque la inmunidad de

mucosas sea diferante de la inmunidad sistémica (26).

La recuperacién de las enfernedades con organismos invasivos
tales <omo Shigella, Salmonella, Yy posiblemente, rotavirus
dependen del desarrollo de una inmunidad tisular mas profunda.
Ests segunda linea devdefensa que puede prevenir el desarrollo
de enfermedad con organisnmos invasores tisulares estd formada

por: anticuerpos séricos operando en conjuncidén con el sistema

T
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‘de complemento y macrdéfagos y télulas con capacidad para
_reacciones inmunes mediadas pox células, Estas células incluyen
citotoxicidad de células T re=stringidas al complejo mayor de
histocompatibilidaq, citotorx=icidad nediada por células
dependientes de anticuerpos =y actividad de células asesinas

naturales (27,28).

Una variedad de hormonass y neurotransmisores regulan el
transporte de iones intestinales. Algunos son hormonas
circulantes y otros se sgint_etizan localmente en la mucosa
intestinal y se liberan cerca <e los enterocitos; tienen efectos
directos sobre el enterocito, uniéndose a receptores sobre la
membrana basolateral. Algunee.s hormonas y neurotransmisores
afectan el enterocito indirect—anente al estimular la liberacién
de otros efectores. Las célwualas del mesénquima, las cuales
liberan una variedad de est{mux:los secretores, tienen receptores
para clertos neuropéptidos: ce«=slulas cebadas para substancia Pp,
Yy linfocitos T para pépticEzo vasoactive intestinal (VIP),

substancia P y somatostatina < 29,30).

Ejemplo de neurotransnis=ores y hormonas que estimulan la
secrecién intestinal son: VIP  que activa la adenilato ciclasa,
serotonina que puede ser libersmzdade las células enterocromafines
en el epitelio del intestino v tiene actividad secretora por si
misma o puede liberar acetilco—Rinao VIP de las neuronas mucosas;
acetilcolina que tiene efec—tos directos sobre las células
epiteliales siempre mediadees por receptores colinérgicos

muscarinicos; histamina quo e=s llberada de las células cebadas
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‘ de mucosa y produce una respuesta secretora al incrementar la

pemeabilidad vascular' neurotensina que actuia indirectamente al
estimular 1la liberacién de substancia P en las neuronas;
bradiquinina que estinula 1la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos y bombesina que modulan la liberacién de hormonas

gastrointestinales (substancia P, motilina) (29=32).

Otras células del mesénquima de la mucosa conro son
iinfocitos T y B, neutréfilos, eosinéfilos, células cebadas,
macréfagos, y fibroblastos producen secrecién indirectamente al
liberar diversos efectores (29). Uno de ellos es la calicreina
que activa los cinindgenos. Las cininas resultantes estimulan la
secrecion de electrélitos al causar activacién dependiente del
Ca de la fosfolipasa 4, , induciendo 1liberacién del 4cido

araquidénico y sintesis de eicosanoides.

Los metabolitos del dcido araquidénico, prostaglandinas y
leucotrienos que estan elevados en el liquido y tejido intestinal
en ‘diarreas asociadas con inflamacién aumentan la secrecién

intestinal (33).

Hormonas y neurotransmisores gque tienen una funcién de
absorcién o antisecretora son: somatostatina (34), norepinefrina
(35), encefalinas (36), neuropéptido Y y péptido YY (37,38).
Norepinefrina y somatostatina activan la proteina G inhibitoria,
que interfiere con la activacién de la adenilato ciclasa y 1la
actividad mediadora del Ca. Los efectos inducidos por encefalinas

involucran receptores opidceos delta y parece ser que su efecto

=y
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es indirecto (36), ya que no se han encontrado esos receptores
én el enterocito. Neuropéptido Y es uno de los mayores agentes
antisecretores liberado por neuronas entéricas intrinsicas (38),
su efecto es similar a2l de la norepinefrina pero no es mediado
por receptores a-2 adrenérgicos . En episodios de diarrea
infecciosa se ha observado un desequilibrio de estas substancias
que al producir una secrecién neta contribuyen a la pérdida de

ligquidos.

La terapia de rehidratacién oral (TRO) es la piedra angular
de todos los progranas nacionales de control de la diarrea porque
es sencilla, efectiva, y barata. La TRO se usa para tratar o
prevenir la deshidratacién por reemplazar las pérdidas en el
curso de la diarrea. Su efectividad se fundamenta en que la
absorcién activa de glucosa por el intestino delgado continua
durante el curso de la infeccién intestinal, permitiendo el co-

transporte dea Na y la absorcién de agua (39).

Aunque la TRO es mnuy efectiva para combatir 1la
deshidratacién y sus consecuencias graves, ella no disminuye la
cantidad y duracién de la diarrea. Se estd de acuerdo en que una
droga que podria disminuir la diarrea seria un adyuvante udtil a
la terapia de rehidratacién oral. Tiene que ser de valor

prédctico, barata y segura, especialments ~n nifos.

Los drogas actualmente disponibles para tratamiento de la
diarrea incluyen: agentes que inhiben la motilidad intestinal,

agentes antisecretores, flora bacteriana cuyo mecanismo es tratar
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de :thlbir el crecimlentc del enteropatdgeno y los adsorbentes.

"Estos aqentes disponlbles no tienen: ninqr.}n. valor préctico

comprobado e incrementan el costo de't:atan; entq Y ‘el riesgo de

reacciones adversas sobretodo en nifios {40).

Recientemente se encontré una substancia semejante a una
hormona con potente actividad antisecretora en los extractos de
mucosa yeyunal, cerebro y gléndula pituitaria de ratas que habian
sido retadas previamente con 5 dosis por via oral de toxina de
célera (CT) (41): la mayor concentracién de actividad
antisecretora se encontrd en la gléndula pituitaria. El extracto
de la gldndula pituitaria también inhibié la secrecidn intestinal
cuando esta fue inducida por prostaglandina El, enterotoxinas de
E.—coli, Campylobacter vy ¢. difficile (42-44). Esto sugiere que
la actividad antisecretora no reconoce el agente secretor sino
el desequilibrio causado por éste; a esta substancia se le ha

denominado factor antisecretor (FAS) (42).

El FAS a dosis de 5 ng inhibe la secrecidén intestinal
producida por enterotoxinas cuyo mecanismo de accién es mediado
por sequndos mensajeros como el AMPC para CT y toxina de
campylobagtyer, y el GMPc para ST de E. ¢9li (43). Esta dosis
también inhibe la secrecién producida por la toxina de Dynophisis
que tiene un mecanismo de accién desconocido (43). Estos
resultados sugieren que el FAS actia independientemente del

mediador primario de la secrecién.

Se ha purificado y caracterizado FAS de la hipéfisis de
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rats; cei‘dd Mg de ~cad§veres."humanos encontrdndose gue es una
préteina con caracteriﬁticas siﬁilares en las tres especies,
(45,46), tiene un peso molecular aproximado de 60 KDA con un
punto isoeléctrico de 4.5 a 5.2 con afinidad a galactosa (45),
gracias a esta afinidad, la proteina se puede purificar en gel
de agarosa; la fracclén lectina adherente puede eluirse con a-
metil-glucosa o galactosa (45). También se ha encontrado FAS con
caracteristicas similares en la bilis y leche de rata (47). La
fraccién humana del FAS tuvo un punto isceléctrico de 4.5 lo gue
indica que es una proteina mds dcida que el FAS de cerdo y rata.
Anticuerpos en contra de FAS de cerdo inhibieron la actividad de
FAS humano y FAS de rata (45). Estos datos sugieren que proteinas
de diferentes especies comparten caracteristicas quimicas y
antigénicas.
¥

En un estudio comparativo en cerdos se encontré que lechones
que ingirieron leche con FAS fueron protegidos contra diarrea
causada por E. coll enterotoxigénica: mientras que en aquellos
cuyas madres no tenfan este factor en leche no fueron protegidos,
lo que sugliere que el factor antisecretor en la leche de cerdas
es importante para la resistencia de la diarrea neonatal en

lechones (48).

Se desconoce tanto en humanos como en animales si esta
actividad antisecretora se produce durante episodios diarreicos
Yy en humanos no sabemos si es posible detectarla en el plasma.
Este trabajo es el primer intento en nifos para estudiar 1la

actividad antisecretora circulante durante la enfermedad

W
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diarreica en:humanos.
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PLANTEAMYENTO DEL PROBLEMA

El factor antisecretor es una proteina que estd presente en
liquidos= corporales de ratas y cerdos cuya actividad se estudia
en bioensayos midiendo la inhibicién de la secrecién intestinal
causada por diversas enterotoxinas por lo que nos planteamos las
siguientes preguntas:

1.— ¢ Existe la actividad antisecretora en el plasma
de pacientes con diarrea aguda con o sin sangre en heces ?

2.~ ¢ Existen diferencias en la actividad antisecretora del
plaspa de pacientes con diarrea aguda sin sangre con la de los
pacientes con diarrea aguda con sangre ?

3 .- ¢ Existe actividad antisecretora en el plasma de

nifos asintomdticos ?
OBJETIVOS

1.- Estudiar si existe actividad antisecretora en el plasma
de pacientes con diarrea aguda con y sin sangre.

2.=— Determinar si existen diferenclas en la actividad
antisecretora en el plasma de pacientes con diarrea aguda
-con sangre y en pacientes con diarrea aguda sin sangre.

3.~ Estudiar la presencia de actividad antisecretora en el

plasma de nios asintomdticos.
HIPOTESIS

1.- Qe al iniclo de 1la diarrea aguda la actividad
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antisectetota en plasma es baja \'4 esta se incrementa cuando';a

diarrea se limita.

2.~ Que en los paclientes con diarrea aguda con:isangre’la

actividad antisecretora en plasma es menor-que en.log pac ente
con: diarrea aguda sin sangre. ) :
3.- Que en nifios asintomaticos

antisecretora plasmdtica.
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MATERIAL Y HETODOS

Se realizdé un estudio observacional, prolectivo y
longitudinal, llevé&ndose a cabo la captacién de los pacientes y
nifos asintomdticos en las Clinicas de Coyoacdn No 19 y de
Vicente Guerrero No 31 del IMSS. El procesamiento y bioensayo de
las muestras se hizo en la Unidad de Investigacién Médica en
Enfermedades Infecciosas y rarasitarias, Hospital de

Pedlatria, IMSS.

Se formaron 3 grupos de ninos que quedaron distribuidos de
la siquiente forma:

1.- Grupo 1: 21 nifios asintomdticos.

2.~ Grupo 2: 22 paclentes con diarrea aguda sin sangre.

3.~ Grupo 3: 20 pacientes con diarrea aguda con sangre.

Las definiciones de las variables usadas fueron las
siguientes:

Diarrea aguda.- Presencia de 3 6 mas evacuaciones liquidas
en las dltimas 24 hrs con menos de 72 hrs de evolucidn.

Episodio de diarrea.- Inicié con la presencia de 3 6 nas
evacuaciones liquidas en 24 hrs y finalizé cuando el paciente
permanecié por un periodo de 48 hrs sin diarrea.

Nifo asintonmdtico.~ Con ausencia de enfermedad aguda o
crénica.

Actividad antisecretora.- Se considerd que hubo actividad
antisecretora cuando la fraccién del plasma dializada inhibid 1la

secrecién intestinal inducida por toxina de célera en una asa
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llgada en rata, en comparacién con ' la sectecién observada en

“ratas inoculadas con PBST (amortiguador de fosfatos (inhibicién,

'medida en porcentaje).

Se incluyeron todos los nifios asintomdticos y‘pacientéstcén
diarrea que tuvieran o ho sangre en las heces, de ambos Sexo8 y
con edades comprendidas entre 2 meses y 5 afios. No se incluyeron
los pacientes gue cursaban con un episodio de diarrea y que en
los udltimos 30 dfas habifan presentado otro episodio diarreico;
tampoco, se lncluyeron aquellos gue presentaban otra enfermedad
aguda o crénica concomitante con la diarrea y los gque no
aceptaron ingresar al estudio. Se eliminaron todos los pacientes
gque desarrollaron otra enfermedad antes de la segunda toma

sanguinea o aguellos gue no aceptaban continuar con el estudio.

La seleccién de pacientes y nifos asintométicos se realizé
los lunes de cada semana mediante un interrogatorio intencionado
sobre los criterios de inclusién y de no inclusidén. Si reunfan
los requisitos se invitaba al familiar del nino a que participara
en el estudio y se le pedia firmar una carta de consentimiento.
Enseguida se procedia a la captacidn de datos en cuestionarios
hechos para este f£in, que contenfan nombre, edad, direccion,
teléfono, fecha de inicio y terminacién de 1la diarrea,
caracteristicas de las evacuaciones, episodios diarreicos
previos, medicamentos, medicién de la actividad antisecretora,
resultado de coprocultivo, evolucién de la diarrea. Los viernes
(cuatro dias después de 1la primera toma) hicimos visita

domiciliaria a los pacientes para la toma de la segunda muestra
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sangquinea b4 registro de la evoluc;l.én, sl la diarrea no se habia
limitado pufa esa fecha, se hablaba por teléfono.o realizdbamos
otra visita para conocer el dfa de la limitacién del episocdio

diarreico.

A los pacientes del grupo 1 se les tomd una sola muestra
sanguinea y a los de los grupos 2 y 3 dos muestras; la primera
cuando fueron captados (dia 1) y la segunda toma, cuatro dias
después de la primera (dfa 4). En cada toma se extrajeron 4 ml
de sangre, eligiéndose alguna vena del codo, antebrazo o cara

dorsal de la mano.

A cada paciente se le pidié una muestra de heces para
busqueda de enteropatégenos . La identificacién de
enteropatégenos en el laboratorio se hizo de acuerdo a los
lineamientos de la Organizacién Mundial de la Salud {(49). Se tomd
una muestra fecal con isopos estériles que se depositaron en los
medios de transporte de Stuart y tioglicolato para posteriormente
en un plazo menor & 24 hrs sembrarse en los medios de cultivo de
primoaislamiento; otra parte de materia fecal sa £fij6é en formol
para busqueda de pardsitos (50). En los casos de diarrea con
sangre una fraccién de la muestra fecal se fijé en alcohol
polivinilico para busqueda de trofozoitos de amiba (50). Se
identificaron por cultivoe shigella, Salmonella, Xersinia,
campylobacter, y Aeromeonas; se tomaron 5 colonias de E. ¢oli para
detectar LT y ST por hibridizacién (51), se efectio ensayo de

citotoxicidad en cultivo celulares para identificar E, coli
citotéxica y toxinas de ¢, difficile (49) y rotavirus se

e
LY
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2% identificsS por aglutinacién en heces (52).

SEﬂIPURIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTISECRETORA

Como se esquematiza en la figura 1 el volumen de 4 ml de
sangre extraido de cada paciente se mezclé inmediatamente con 7
ml de anticoaqulante Alseviers adicionado del inhibidor de
proteasas fenil—metil-sulfonil~fluorure 102 K Y del
antioxidanite tiosulfito de sodio al 0.1 %; esta mezcla se
centrifugs a 2,500 RPM a S °C por 20 minutos para separar el
plasma. Este iltimo se aplicé a una columna de 3 a 3.5 ml de
Sepharosa 68 (Pharmacia, Suecia) (45), equilibrada c¢on un
amortiguacior constituido de cloruré de sodio 0.15 M, fosfato de
sodio 0,05 Ny tiosulfito de sodio 0.1 %, a un pH 7.4 (PBST);
inmedistamente se aplicé el plasma a la columna, Yy enseguida se
lavé con © nl de PBST; las sustancias adheridas al gel de agarosa
se eluyeroncon S ml de a-metil-glucosa 1.5 M (45) en PBST, la
fraccién elulda (5 ml) se dializé contra PBST por 24 hrs,
utilizancido nembranas dializantes con un limite de exclusién de
12 kDa. L.a fraccidn plasmAtica dializada se ajusté a un volumen
final de 8 nl con PBST y se almacend a -20 °“C hasta su ensayo en

rata.

MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTISECRETORA

Ratas nachos Sprague-Dawley de 10-12 semanas de edad se
alimentaxon con dieta estdndard del: bioterio y se pusieron en
ayuno 24 hrs antes de la cirugfa con ingesta de agua a libre

demanda { 53),
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oxihn"de célera altamente purificada (Sigma cChemical
“Co éiny, St. Louis, MO, USA) se disolvié en PBS + albumina bovina
‘1%>§afa obtener concentraciones finales de 1 y 3 ug/ml de

ina.”

ENSAYO DE ASA LIGADA

7 Previa anestesia con éter se realizé una pequefia incisién
en la linea media de cada animal, se expusc el intestino y se
realizaron dos asas intestinales yeyunales de aproximadamente 10
cm de longitud cada una; estas asas estuvieron 1libres de
contenido intestinal y su flujo sanguineoc se respetd (53). Una
vez preparadas estas asas se administrd en la vena del pene 2 ml
de la fraccién plasmética dializada ¢ 2 ml de PBST a cada una de
las ratas , 20 segundos después se inyectd 1 y 3 ug de CT en las
asas ligadas previamente (41), finalmente se regresé el intestino
a la cavidad abdominal y se cerrd la pared abdominal. Cinco horas

mis tarde las ratas se sacrificaron por dislocacién cervical.

Cada nuestra de plasma se probd por duplicado en dos
animales diferentes. Después de 5 hrs de incubacién con CT los
animales se sacrificaron y se estimé la secrecién intestinal con
el peso y longitud (mg/cm) de cada una de las asas ligadas, a
esta estimacién se le restéd el peso y longitud de una asa no
inoculada con CT para tener una secrecidén intestinal neta. Se
hizo un promedio de la secrecidén intestinal de las dos asas
ligadas inoculadas con 1 ug de CT y el promedio de las dos asas

inoculadas con 3 ug de CT (43), tanto en los controles inoculados
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' &;nt;avehoso‘co como en los inoculados con ‘las. muestras

1 porcentaje de inhibicién de 2la-: AAS como -1lo

VALIDACION DEL BIOENSAYO

La variabilidad interensayo se hizo por 2 observadores
distintos en 18 fracciones de plasma con actividades
antisecretoras diferentes, su primera medicién se realizé en la
Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias del IMSS, México y para la segunda medicién de las
nismas muestras, éstas se enviaron congeladas y codificadas al
Departamento de Microbiologia Médica de 11a Universidad de
Gothenburgo, Suecla, en donde un segundo observador cegado en
cuanto al origen y resultados de la primera medicidén, ejecuté el

biocensayo en rata.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados no tuvieron una curva de distribucidén normal
por lo que el andlisis se hizo con pruebas no paramétricas.

Para dos muestras pareadas o dependientes se usé la prueba
de Wilcoxon y para las muestras no pareadas o independientes se
usé la U de Mann-Whitney {(54).

Se realizé andlisis de correlacién de Pearson (55) para
medir la variabilidad interensayo de 18 fracciones plasmiticas.

El nivel de significancia que se establecié en todos 1los
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casos fue de @ = 0.05

TAMARO DE MUESTRA

La siguiente férmula se-u
considerando la comparacién de do
variable continua (55)i

n= 2 [(2. -;Z.

Los siguienteékdagos se 6 tuvieron de dn eé£ud1o piioto en
adultos: T : ‘

#, = 25, media de la AAS en el dia 4 de pacientes con
diarrea aguda.

pa = 10, media de adultos sanos.

o = 17, desviacidn estdndar de AAS en adultos.

Para alcanzar significancia entre los dos grupos gse f£ijaron
los siguientes niveles.

a = 0.05

B8 = 0.20

Fuerza del estudio = 0.80

con estos datos se obtuvo una n = 18 por grupo.
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RESULTADOS
El estudio se realizé de septiembre de 1990 a octubre de
1992; se estudiaron un total de 63 nifos de 2 meses a 5 afos de
edad, con una razén del sexc masculino/femenino de 10/11, 10/12
Yy 9/11 para el grupo de asintomAticos (G 1), de paclantes con
diarrea aguda sin sangre (G 2) y pacientes con diarrea con sangre
(G 3) respectivamente. En la tabla 2 se aencriben las
caracteristicas clinicas de cada uno de los grupos y en ella
ohservamos que la diferencia de edad no fue estadisticamente
significativa entre los diferentes grupos. El tiempo de evolucién
de la diarrea al ingresar al estudio fue similar para ambos
grupos, G2 y G3; la duracidén del episodio diarreico tuvo una
mediana de 4 para G2 y de 6.3 difas para G3, que resulté con
significancia estadistica con una p= 0.03. La mayoria de los
casos con diarrea no presentaron deshidratacién y ninguno

presenté deshidratacién grave.

Se determiné 1la variabilidad interensayo en 18 mnmuestras
procesadas tanto en IMSS, México, como en la Universidad de
Gothenburgo, Suecia y se obtuvo un coeficiente de Pearson de
0.83, mostrdndose los resultados en el dispersograma de la figura

2.

En la tabla 3 se muestra la actividad anticecretora obtenida
en nifios asintomdticos y puede observarse que predonind 1la
ausencia de AAS, aunque 5 de ellos tuvieron una AAS con una
amplitud de inhibicién de 10-22 . En este grupo se identificaron
unicamente 2 pardsitos, G, lamblia e H. nana.

Vil

o
o
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En la tabla 4 se describen los resultades obtenidos en los
niflos con diarrea aguda sin sangre y puede observarse que en las
primeras 72 hxs de la evolucién {(dia 1) la AAS fue nenor
(mediana 0 %, amplitud O-44 %) que la detectada en el dia 4
(mediana 14.5 &, amplitud 0~55 %); este incremento en la AAS
coincidié con la curacidn de la diarrea (mediana 4, tabla 2). En
este grupo se identificaron enteropatdgencs en el 23 % de los

CABOB.

La tabla 5 describe los resultados obtenidos en niflos con
diarrea aguda con sangre y se puede observar que la AAS en el dia
1, en las primeras 72 hrs dea evolucién es aparentemente menor
(mediana 2.5, amplitud 0-36) que en el dfa 4 (mediana 13.5 %,
anplitud 0-62 1%); en este grupo se identifics algun

anteropatégeno en a1 60 % de los casos.

1a tabla 6 describe la comparacién de las medianas de la AAS
dentro de los dgrupes y entre los grupos. En los pacientes con
diarrea aguda sin sangre, la mediana del dia 1 comparada con la
nediana de)l Aifs 4 fue significativamente diferente. La mediana
del d4fa 4 Ade este grupo contrastada con la nediana de nifos
asintomdticos, tasbién fue significativamente diferente con una

p = 0.03.

En los pacientes con diarrea aguda con sangre la mediana del
dia 1 contrastada con la mediana del dia 4 no fue
significativapente diferente; pero la mediana del dia 4 comparada

con la mediana de 1los asintométicos si lo fua, p == 0.03.
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Los paclentes de los grupps G2 y G3 se analizaron Juntos
para conocer el comportani entode lz; AAS en pacientes con diarrea
aguda, sin importar si los casos presentaron o no sangre. En el
dia 1 este grupo tuvo una mediana de 0, con una amplitud de 0-43;
mientras que en el d{a & tuyo una nediana de 13.5 § con una
amplitud de 0-62. Al comparar estas medianas se observéd que el
incremento de actividad en el dfa 4 fue estadfisticamente

significativo, con unap e 0.03.

No hubo diferencla = ignificativa cuande se compard la AAS
de los dfas 1 y 4 del gruapo 2 contra la de los dfas 1 y 4 del
grupo 3.

Hicimos un an&dl disis de la AAS cdel plasma por grupos de
edad para cada uno de los grupos estudiados y como se muestra en
las figuras 3 y 4 la AAS en los menoress de 1| afio de edad esta
préacticamente ausenteen 1os ) grupos (G1, G2y G3), tanto en el
dia 1 como en el dia 4. XEn los mayores e 1 ano de edad la AAS
se detecta desde el dfa X e incrementa en el dia 4; mientras que
en los mayores de 24 neses cuando Se comparé la AAS entre los 3
grupos, tantc en el diaa 1 como en el dia 4, no se observd
diferencia estadistica; Al hacer estos sublgrupos, al tamaino de

muestra en cada uno fue Pequeiio.

No hubo asociacién entre la AASdel dia 1 o del dia 4 de G2
¥ G3 con el nuimerc de ovacuaciones, duracién del episodio
diarreico ( correlaci<Sn de Pearsonn) o0 con el tipo de

enteropatégenos (prusha exacta de Fisher),
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Fig. 2 Validacion interensayo de 18 fracciones plasméticas 26
de pacientes con diarrea y sin diarrea.
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TABLA 1. MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTISECRETORA DE LA FRACCION
LECTINA DEL PLASHA DE CUATRO PACIENTES.

ACUMULACION DE LIQUIDO
(mg/cm) DESPUES DE RETAR

KUESTRA INOCULADA CON TOXINA DE COLERA®:

VIA INTRAVENOSA 1 ug 3 ug T INHIBICION®
PBS 119 + 20 335 £ 51 = =meee
FRACCION DEL PACIENTE 1 74 r 7 136 + 7 50
FRACCION DEL PACIENTE 2 79 £ 23 163 £ 30 45
FRACCION DEL PACIENTE 3 97 * 28 341 © 6 10
FRACCION DEL PACIENTE 4 120 + 25 336 + 40 4]

a = Los valores representan el promedio + SEM de dos asas
intestinales, 5 hs después del reto con toxina de cdlera.

b = Representa el promedio de la inhibicidn observada a la dosis
da 1 y 3 g del reto con toxina de cdlera comparada con la de los
controles (PBS).
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TABLA 2. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON DIARREA
AGUDA Y LOS NINOS ASINTOMATICOS ESTUDIADOS.

DIARREA SIN DIARREA CON
SANGRE SANGRE ASINTOMATICOS
(N= 22) (N= 20) (N =21)
CARACTERISTICA MEDIANA, (AMPLITUD)
EDAD (MESES) 17 (1-42) 11.5 (2-56) 24 (3-54)
EVOLUCION AL
INGRESO (DIAS) 2 (1-3) 1.5 (1-3) ————
No DE EVACUACIO_
NES EN 24 HS PRE_
VIAS AL INGRESO § (3-20) 5.0 (3-15) —————
DURACION DEL EPI_
SODIO DE DIARREA,
(DIAS) 4 (2-11)" 6.5 (1-13)* —————

a) P= 0.02 entre diarrea aguda con y sin sangre.
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TABLA 3. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTISECRETORA EN PLASMA. DE
21 NIROS < 5 AROS ASINTOMATICOS.

DATQS CLINICOS

EDAD PATOGENO EN
{MESES) HECES ACTIVIDAD ANTISECRETORA (%)
3 m——— o
3 ———— 0
3 ———— Q
4 ———— o
7 ——— 10
13 Rt et Q
13 —— 22
15 m——— 12
16 ——— ]
22 em—— 0.
24 ———— 19
27 L me—— B
k2 H._nana o
36 . o Q-
36 0
37 0
39 10
39 -9
53 15
54 -0

MEDIANA g
MPLITUD (0-22)"
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TABLA 4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTISECRETORA EN PLASMA DE
22 NIROS < 5 AROS CON DIARREA AGUDA SIN SANGRE.

DATOS CLINICOS ACTIVIDAD ANTISECRETORA (%)
EDAD PATOGENO EN
(MESES) HECES DIA 3 DIA &

1 —— o Q

4 ——— [ 7

8 ——— 0 0

9 ———— 5 1]

9 ——— a 46
10 ———— [ 44
10 [} 45
13 5 44
14 0 42
15 o 29
16 17 1]
18 8 15
21 43 55
21 as 21
22 a [+]
24 [] [¢]
27 o 14
28 [\] (1]
33 7 20
33 15 0
36 13 34
42 26 ?
Mediana 0 14.5

Amplitud 0-43 0-~55
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TABLA 5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTISECRETORA EN PLASHA DE
20 NIROS < 5 AROS CON DIARREA AGUDA CON SANGRE.

DATOS CLINICOS ACTIVIDAD ANTISECRETORA (%)

EDAD PATOGENO EN

(MESES) HECES DIA 1 DIA 4

2 S..cholernesuls 13 20

2 €. Jejuni o 6

2 S. tbhyphimucium o 10

3 €. Jejuni 24 o

3 ——— a6 13

4 ¢, dejuni 8 14

4 S Jejuni o 31

6 —— 0 0

6 _— [ 16

9 c. _Jejuni 0 [}

14 —— 31 62

16 C. coli 34 6
G. lanblia

18 E. higtolytica 0 25

24 —— 5 14

24 ———— 30 15

24 S. flexneri s [+

27 ——— [} 0

36 S. _sonned o 14

48 ———— [ o

56 €. jejuni 26 23

Mediana 13.5

2.5
Amplitud (0-36) (0-62)
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TABLA 6. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTISECRETORA EN
PLASMA DE PACIENTES CON DIARREA AGUDA Y DE NINOS ASINTOMATICOS.

ACPIVIDAD ANTISECRETORA (%)

DIA 1 DIA 4
GRUPO MEDIANA (AMPLITUD) VALOR P
DIARREA SIN 0 (0-43) 14.5% (0~55) 0.04
SANGRE
DIARREA CON 2.5 (0-36) 13.5% (0-62) 0.36
SANGRE
DIARREA CON 0 (0-43) 13.5° (0-62) 0.03

¥ SIN SANGRE

MEDIANA (AMPLITUD)
ASINTOMATICOS 0 (0-22)

a = p < 0.05 contrastada contra el grupo de asintomdticos.




FIG. 3 Actividad antisecretora* en la muestra del dia 1'en’
pacientes con diarrea y sin diarrea. :
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Fig. 4 Actividad antisecretora* en la muestra del dia 4 en . 34
pacientes con diarrea y sin diarrea s
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DISCUSION

El ' factor antisecretor es una proteina que ge ha
caracterizado en ratas, cerdos y caddveres humanos ¢ 42). Su
actividad blolégica reconocida hasta el momento es irahibir la
secrecidn intestinal producida por diversas enterotoxxims en

modelos de asa ligada en ratas y cerdos (38,39).

En lechones se ha observade que el FAS tiene un efecto
protector contra la diarrea enterotoxigénica por E.___¢olf en
aquellos que ingirieron leche con el FAS comparado con =Zquelloss
que ingirieron leche sin la presencia del FAS, sugirienc®o que el
PAS puede tener un efecto protector contra la diarreaen lachones

(48).

Este trabajo es el primero que se realiza en nifos para
astudiar la existencia del factor antisecretor en el plaszma, Para
ello se estudiaron a pacientes con diarrea aguda, yaque por los
mecanismos que FAS es inducido en modelos animales, como lo es
el incremento en 1la secrecidén intestinal producida por
anterotoxinas y/o por substancias inflamatorias {56,57)
presentes por el dafio a la mucosa intestinal, es factibl e que el

FAS fuera inducido durante el episodio diarreico en humangs.

Nuestros resultados demuestran que existe a<ctividad
antisecretora en el plasma de los nifios con diarrea agudla y que
pudo detectarse usando el mismo bioensayo descrito par= FAS de

ratas y cerdos. Es importante sefialar que encontramor=s que en
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episodios djarreicos agudas con o sin sangre, la actividad
antisecretora estuvo presente en menor cantidad al inicio de la
diarrea y que esta se incrementé cuando la diarrea se limité.
Aunque solo existié diferencia estadistica en el grupo de diarrea
aguda sin sangre, también fue evidente que en el grupc de diarrea
con sangre existe un incremento de la AAS en plasma cuando la
diarrea se limita. No hubo ninguna diferencia significativa
cuando se comparé la AAS de G2 contra G3, sugiriendo este tltimo
andlisis que ambos grupos provienen de la misma poblacién y que
la actividad antisecretora se presenta independientemente dé gue

la diarrea ocurra con o sin dano a la mucosa intestinal.

La actividad antisecretora estuvo presente en una tercera
parte del grupo de nifios asintomdticos y fue menor comparada con
la actividad antisecretora de los grupos con diarrea. E1 hecho
de encontrar AAS en los nifos asintomdticos abre la interrogante
de que esta AAS pueda estar presente en forma basal y sus niveles
se incrementen con un estimulo como lo es el desequilibrio
hidroelectrolitico que ocurre en la diarrea. Estas y otras
preguntas podrédn ser contestadas cuando se tenga una prueba mds
sensible y menos variable que el bioensayo usado para detectar

la proteina en este estudio.

El incremento significativo de la actividad antisecretora
cuando ila diarrea se limita aunado a la diferencia significativa
contra la AAS de los controles, sugiere que probablemente esta
AAS forme parte de los mecanismos compensatorios que se presentan

en la limitacidén de 1la diarrea (58). Estos regultados son
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sinilares a 10s .encontrados en un estudio preliminar con adultos

- sénoé y adultos con. diarrea acuosa (datos no publicados), que

parece apoyar la hipdtesis del papel de esta AAS en la limitacién

dev la diarrea.

La naturaleza de la AAS en el plasma de los nifos estudiados
es probablemente proteica, esto se sugiere porque a semejanza del
FAS de hip6fisis de rata, cerdo y caddveres humanos (45) tiene
afinidad hacia el gel de agarosa y es activo cuando se ensaya en
el modelo de asa ligada en rata. Es muy poco probable que la AAS
saa un anticuerpo ya que las inmunoglobulinas no tienen afinidad

por la agarosa.

Los investigadores que han estudiado el FAS proponen varios
posibles mecanismos de accién (59): 1) El factor antisecretor
puede contribuir a una requlacién de la adenilato ciclasa, dado
que las ratas resistentes a CT no muestran activacién de la
adenilato ciclasa por CT: 2) el factor antisecretor puede modular
el efecto de CT en los reflejos neurales intestinales dado que
el FAS es unc de los mds importantes inhibidores del transporte
del GABA sobre membranas neurales (60), 3} el FAS puede inhibir
el transporte de agua via la interferencia con canales idénicos
en las células epiteliales (61), y 4) el FAS puede interferir en
el proceso de unién entre la toxina y el receptor en la membrana
intestinal, aunque este Ultimo mecanismo es menos probable dado
qus CT se une igualmente al epitelio intestinal de ratas control

y resistentes a CT (59) y toxina A de ¢,difficile se une al

epitelio después de administrar FAS (44).

[y
5
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Aun cuando no fue objetivc del estudio y el tamaioc de "la
muestra ho permite llegar a conclusiones, se hizo un andlisis de
la actividad antisecretora por grupos de edad y su posible
asociacién con alqgun enteropatédgeno especifico y ello permitié
observar que la AAS estd prdcticamente ausente en los grupos de
menores de 1 afo de edad, tanto en los pacientes con diarrea como
en los nifos asintomdaticos. En ninos mayores de 12 meses la AAS
fue mayor; este aumento aparente de la AAS a mayor edad requiere
investigarse con un tamafic de muestra adecuado que permita
comprobar las diferencias; el FAS se encontré también en
concentraciones altas en ratas y cerdos de mayor edad en
contraste con las concentraciones no significativas gque se
encontraron con los animales J6venes (menores de 6 meses)
(47,59). La presencia del FAS en la leche materna y el no haber
cursado con eplsodios diarreicos previos pudieran influir en la
induccién de AAS o en la magnitud de la respuesta y son variables
a controlar en futuros estudios. Con respecto a la posible
asociacidén con enteropatégenos noc se encontréd diferencia, sin
embargo, comc en el andlisis anterior el tamafic de muestra en los
grupos resultd pequefio. Cabe sefialar que los estudios hechos en
animales sugieren gque FAS se induce por la hipersecrecién

independientemente de su causa (43).

La aparente similitud de la AAS detectada en este estudio
con el FAS encontrado en ratas, cerdos y éndévetes humanos le
hace una sustancia interesante y prometedora si consideramos gue
una dosis de 10™'? mol/kg de peso corporal de FAS de hipofisis son

suficientes para abolir la secrecidn intestinal de CT o
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ptostaglahdina El. (42,45); otras drogas antidiarreicas como
fehctiazinas, loperamida , y dcido nicotinice , inhiben 1la
secrébién de CT a 107°-10"* mol/kg de peso corporal (46),
mientras los neuropéptidos, NPY y PPY, revierten la secrecidén
intestinal inducida por prostaglandina con cerca de 10°*-10"*

mol/kg de peso corporal (38).

La actividad antisecretora (14.5 %) encontrada en este
estudio es muy similar a la encontrada con uno de los péptidos
antisecretores més potentes, el péptido YY (18.5 % a dosis baija)
(62).

otras drogas usadas en el tratamiento de la diarrea han sido
poco eficaces y ocasionan efectos colaterales severos que limitan
su uso y la mayoria estdn proscritas en pediatria, ejemplo de
ellas son: Difenoxilato y 1loperamida que pueden causar
somnolencia, {leo paralitico, nauseas, vémitos y paro
respiratorio (63): clorpromazina que causa sedacién y puede
interferir con la ingesta da SRO en niflos (64). Caolin solo
incrementa la consistencia de las heces, pero no se afecta el
peso y el contenido de agua (65). Es por ello que sigue la
buisqueda intensa de una droga eficaz y sin efectos colaterales

que ayude a tratar la diarrea o permita complementar la SRO.

El PAS se induce con azlcares como manosa y sorbitol y los
aminodcidos glicina y alanina en ratas (66) por lo que seria
interesante estudiar si sucede lo mismo en humancs, una vez que
en este estudio se ha demostrado la existencia de actividad

antisecratora en el plasma.
)
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Finalmente queremos hacer énfasis en el diseiio .del estudio

que es descriptivo y de las limitaciones que ello implica, 'sin
embargo, debemos temner en menté que es el primer estudio
realizado en nifios que aporta resultados que son base para

plantearse otras interrogantes a investigar.
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" CONCLUS=S TOMRS

1. - Se detecté actividad antisecretora en una fraccidén
lectinem de plasma de humanos usando bioensayo en rata.

2. — Al inicio de la dlarrea aguda sin sangre la actividad
antisec—retora fue baja y esta se incrementé cuando la diarrea se
1limit6.

3. — la actividad antisecretora detectada en los pacientes
con dia —rres aguda con sangre fue semejante a la detectada en los
paclent-=es con diarrea aguda sin sangre.

4.—— la actividad antisecretora detectada en los nifos

asintomasticos fue baja.
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