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Resumen. Objetivos: La permeabilidad de lamucosaintestina ala
lactulosay a manitol se evalu6 en formalongitudinal en nifiosde 1, 3-4y
11-12 meses de edad, y en los episodios de diarrea que sufrieron durante
este periodo. Métodos: La excrecion urinaria de estos azlicares se
determind en orina de 5 horas mediante cromatografia de gases.
Resultados: Los resultados muestran una disminucion de la excrecion de
lactulosa, significativaalos 11-12 meses (p= 0,02). Ningiin cambio fue
detectado en la excrecion de manitol, a pesar de unatendenciaala
disminucion. Latasa de excrecion de lactulosa/manitol no se modifico
durante el periodo de seguimiento. Sin embargo, se observé un aumento
considerable de esta tasa durante | os episodios de diarrea, debido
esencialmente a un aumento de la excrecion de lactulosa. Conclusion: Se
planteala hipbtesis de que la reduccion de la excrecion de lactulosa entre 1
y los 11-12 meses de edad podriareflgjar el fendmeno de maduracion dela
barreraintestinal, mientras que el aumento de la permeabilidad detectado
durante ladiarrea se debe a dafio ocurrido en €l epitelio digestivo.

An Esp Pediatr 1998;49;125-128.

Palabras clave: Diarrea; Nifios; Permeabilidad intestinal;
Lactulosa; Manitol.

INTESTINAL PERMEABILITY DURING THE FIRST YEAR OF
LIFE. EFFECT OF DIARRHEA

Abstract. Objective: The permeability of the intestinal mucosato
lactulose and mannitol was explored longitudinally in infants at 1, 3-4
and 11-12 months of age. Thiswas also evaluated during the episodes of
diarrhea that they suffered during follow-up. Patients and methods:
Sugar excretion was measured by gas chromatography in five-hour urine
samples. Results: A decrease in lactul ose excretion was observed, which
became significant at 11-12 months of age (p = 0.02). No changes were
detected in mannitol excretion, although this showed a tendency to
decrease. The lactulose/mannitol (L/M) ratio remained unchanged.
During the 15 episodes of diarrhea observed in these infants during the
12 month follow-up, a considerable increase in this ratio was seen, due
mainly to increased |actulose excretion. Conclusions: It is hypothesized
that the decrease in lactul ose excretion between one and 11-12 months
of ageispart of the maturational process of the intesting barrier, while
diarrhearesultsin increased permesbility due to damage to the
absorptive epithelium.

Key words: Diarrhea. Infant. Intestinal permeability. Lactulose.
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Introduccién

Lamucosa intestinal act(a como una barrera selectiva, que
permite la absorcion de los nutrientes presentesen € lumenyy li-
mitael acceso de pat6genos, toxinasy antigenosde ladietaala
circulacion sistémicat?. La permeabilidad de lamucosa aumenta
fisiol6gicamente en algunas especies durante €l periodo neo-
natal afin de permitir el transporte de IgA del caostro delama-
dre al nifio, lo cual constituye el fenémeno de adquision de la
inmunidad pasiva®. El fin de este proceso ha sido denominado
“cierreintestind” (“gut closure”), esta determinado por facto-
res dietéticos (destete), hormonales y probablemente esta pro-
gramado genéticamente. En € ser humano, € periodo en €l cua
ocurre €l cierre intestinal no esta claramente determinado; sin
embargo, la permeabilidad intestinal parece ser mayor enlosre-
cién nacidosy en los prematuross.

Laintegridad de la barrera mucosal intestinal también pue-
de estar alterada en situaciones patol 6gicas que se asocian con
lesiones del epitelio. Tales ateraciones han sido detectadas en
model os animales de dafio intestinal generado por agentes far-
macol 6gicos, nutricionales o infecciosos, y también en huma
nos desnutridos, en laenfermedad celiaca, en las patologiasin-
flamatorias crénicas del intestino y la gastroenteritis®?). Se ha
postulado que €l paso de material antigénico através delamu-
cosa intestinal en dichas patologias, como consecuencia de al-
teraciones de la funcion de barrera, podria activar alas células
inmunes presentes en el corion de lamucosay, de esta manera,
iniciar o mantener las lesiones del tejido®.

Por otra parte, € paso asintomatico de bacterias, parasitosy
virusalo largo del tracto digestivo en los individuos que viven
en un ambiente microbiol 6gicamente contaminado, se asociacon
cambios de lamorfologiay de lafuncién absortiva de su mucosa
intestinal©19, No se sabe a qué edad este fendmeno empieza, ni
cuales son sus repercusiones. Para estudiar estos aspectos, segui-
mos una cohorte de nifios de bajo nivel socio-econdmico duran-
te su primer afio de vida, evaluando su permeabilidad intestinal a
distintas edades, y durante los eventual es episodios de diarrrea.

Pacientes y métodos
Pacientes

En el Consultorio La Faena, un area de bajo nivel socioco-
némico ubicada en el este de Santiago, se reclutaron nifios de
sexo masculino en su primer mes de edad. Los padres o repre-
sentantes legales de los nifios fueron informados de |os objeti-
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Tabla | Excrecién de lactulosa y de manitol
durante el primer afio de vida (n= 39)
Lactulosa %* Manitol 9%* L/M%
mes 1 0,45(0,38-0,52)** 11,63(8,99-14,28) 5,54(4,33-6,74)
meses3-4  0,35(0,29-041)  9,34(7,76-10,91)  5,57(4,09-7,04)
meses11-12 0,32(0,27-046)  8,92(7,84-10,00)  4,19(3,35-5,03)

* Los resultados estan expresados como e promedio de la excreciony
el Cl 90%
** p= 0,021 entre 1y 11-12 meses por la prueba de Tukey,

vos del proyecto y dieron su consentimiento por escrito para au-
torizar su participacion en e estudio. El protocolo fue aprobado
por e Comité de Eticadel Instituto de Nutricién y Tecnologiade
los Alimentos. Seincorporaron aproximadamente 9 nifios al es-
tudio cadames durante un afio. El estatus nutricional de estos ni-
fios era normal en e momento de laadmisién y en ninguin caso
se deterior6 durante € periodo de seguimiento. La pruebade per-
mesabilidad intestina alalactulosalmanitol serealiz6 3 veces du-
rante el periodo: la primeraen el mes siguiente al nacimiento,
mientras [os nifios estaban amamantados; la segunda entre los 3
y 4 meses de edad, cuando la mayoria de las madres vuelven a
su trabgjo, destetan alos nifios, y empiezan adarles puré de ver-
durasy/o defrutas; y finalmente alos 11-12 meses, cuando los
nifios estaban consumiendo alimentos solidos, y eran considera
dos como plenamente expuestos ala contaminacién microbiol 6-
gicadel ambiente. La prueba se redizd también cuando se de-
tectd un episodio de diarrea; éste eradefinido de acuerdo con los
criterios de laOM S, L os datos antropométricos y dietéticos
y sobrelaocurrenciade diarrea, se obtuvieron durante controles
regulares realizados alo largo del seguimiento. Se excluyeron
del estudio los nifios con otras patol ogias que pudieran alterar
lapermeabilidad intestinal, & metabolismo de los hidratos de car-
bono o la excrecién renal delos marcadores.

Prueba de permeabilidad intestinal.

Después de un ayuno de 4 a6 horas los nifios tomaron 2mi/kg
de una solucion acuosa que contenia 50 mg/ml de lactulosa
(Sigma Chemicad Co. St.Louis, Mo, USA) y la misma cantidad
de manitol (Merck Chemical Co., Darmstadt, RFA), con unaos-
molalidad de 420,5 mosm/L. Se recolect6 la orina durante las 5
horas siguientes, usando recolectores adhesivos (Urogard, Terumo
Corp. Tokio, Japon) que contenian como agente bacteriano 0,1
ml dethymerosal a 10%. A partir de latercera horade la prue-
balos nifios pudieron tomar agua, con €l fin de estimular ladiu-
resis. Al final del periodo de recoleccion se midio el volumen de
orinaemitido y se conservo una alicuotaa-30°C. El contenido
en manitol y lactulosa de las muestras se analizé por cromato-
grafia de gases, usando a-metil glucosay turanosa (Sigma
Chemical Co., St.Louis, MO, USA) como estandares internos’2,
Muestras de orina control adicionadas con cantidades conocidas
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de lactulosay de manitol fueron procesadas y analizadas en pa-
ralelo. Parala derivatizacion de los azlcares, 10 il de orina se
mezclaron conigual volumen de 0,2 mg/ml deturanosay 2 mg/ml
de o-metil glucosaen presenciade 25 pl de piriding, los que fue-
ron evaporados hasta sequedad en una corriente de nitrogeno. El
residuo se disolvi6 con 75 pl de 5 mg/ml metoxiamina (Sigma
Chemicd Co., St.Louis. MO, USA) en piridinaanhidra, y fue ca
lentado a 55°C durante dos horas. Las metiloximas resultantes
fueron sililadas con 25 pl de N,O-bis (trimetilsilil)-trifluoroa-
cetamido que contenian 5% trimetilclorosilano (Alltech, Deerfield,
IL, USA) durante unahoraa60°C. Los solventesy reactivos fue-
ron evaporados hasta sequedad bgjo nitrégeno y los residuos fue-
ron disueltos en 200 pl de hexano. Dos pl de esta solucién sein-
yectaron en modo “split” en un cromatégrafo de gas Varian 3600
equipado con un inyector split/splitlessy un detector con ioni-
zacion de llama (Varian Instruments, San Fernando, CA, USA).
Se utilizé una columna capilar de silicio fundido (10 m x 0,32
mm) recubierta con fase tipo AT-1701 (Alltech, Deerfield, IL,
USA), utilizando nitroégeno ultrapuro como gas portador. Las tem-
peraturas de deteccion fueron 160°C y 240°C para el manitol y
lalactulosa, respectivamente. La variacion entre-ensayos de es-
tasmedicionesfueinferior al 15%. Losresultados se expresaron
como porcentaje de las cantidades de lactulosay de manitol in-
geridos. Para evaluar lafuncion renal se midi la excrecion de
credininaurinariausando un kit comercia (Sigma Chemical Co.,
St Louis. MO, USA).

Andlisis estadistico.

Los resultados se analizaron usando MANOVA vy la prue-
ba de Tukey por muestras de tamafio desigual. Los resultados
se expresaron como promedio + intervalo de confianza 90%
(Cl 90%).

Resultados

Delos 82 nifios originalmente reclutados en € estudio, sere-
alizd la segunda prueba de permeabilidad en 54 (65,8%) y later-
cera solamente en 39 (47,6%). Durante ese periodo fueron detec-
tados 22 episodios de diarrea, y de éstos, 15 ocurrieron en nifios
en quieneslastres pruebas fueron compl etadas (edad promedio al
momento deladiarrea 7,5 + 2,0 meses). La excrecion urinariade
lactulosay de manitol en estos nifios aparece en latablal.

Se observé unadisminucion de laexcrecion urinariade lac-
tulosa durante el seguimiento (MANOVA F = 4,11; p= 0,02),
mientras que laexcrecion de manitol, a pesar de mostrar unaten-
dencia aladisminucion, no varié significativamente (MANO-
VA F = 2,05; p=0,16). Estos resultados se tradujeron en unata
saindterada de excrecion de L/M durante el curso del estudio.

Durante los episodios de diarrea, € porcentaje de excrecion
de lactulosa, de manitol, y latasaL/M fueron de (promedio e IC
90%) 0,61% (0,49-0,73), 6,93% (4,94-9,93) y 12,52% (8,45-
16,59), respectivamente (Fig. 1) lo cual sugiere unaimportante
alteracion de lamucosaintestinal (MANOVA F = 10,07; p=
0,00005) que se debié a un aumento considerable de la excre-
cion urinaria de lactulosa (p = 0,0005).
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Figura 1. Efecto de la diarrea sobre el indice L/M; comparacion con la
medicion del indice L/M durante €l primer afio de vida.

Discusion

Los nifios de los paises en via de desarrollo, donde la conta-
minacion microbidlogica es alta, estan sometidos desde sus pri-
merosdias devida, a paso continuo de enteropatdgenosalo lar-
go de su tubo digestivo®13), Este fendmeno es, generalmente,
asintomatico mientras estan amamantados, ya que estan protegi-
dos por laleche materna®¥. Sin embargo, después del destete,
empezarian a aparecer cambios histolégicos y funcionales que
resultan en una disminucion progresiva de la absorcion de nu-
trientes, lacual puede llegar a ser de considerable magnitud en
los adultos de &reas muy contaminadas®©19), La demostracion de
este dafio ha requerido métodos invasores, tales como biopsias
intestinaes, estudios de balance o intubacion intestinal. Las prue-
bas de permeabilidad representan un método no invasor, simple
y reproducible paraevauar € dafio del epitelio intestinal 0 gés-
tricols.17, incluso en nifios. Los marcadores de permeabilidad in-
testinal, tales como € polietilenglicol (PEG), € SICr-EDTA, y los
mono- Yy disacaridos, incluyendo lalactulosay € manitol, seusan
en forma corriente para explorar estos aspectos®. Estas pruebas
se basan en |la observacion de que |a lactul osa es aparentemente
transportada através de las “tight junctions’ del epitelio intesti-
nal, mientras € manitol difundiriapor poros delamembranaplas
mética. Por lo tanto, el paso de lactulosa es considerado un in-
dice del transporte paracelular, mientras que € de manitol 1o es
del transporte transcelular y de sus respectivas modificaciones®.
Sin embargo, todavia existen dudas acerca de lainterpretacion
de estas pruebas, ya que estudios recientes han sugerido paraes-
tos marcadores distintos mecanismos de transporte haciala cir-
culacién, los cuales se realcionarian con fenémenos absortivos
por mecanismos de contracorriente y de arrastre por solvente a
nivel delasvellosidades intestinaless),

En este estudio, a diferencia de otros efectuados en lamis-
ma &rea geografica, la desercion fue muy alta; esto se explica
por la necesidad de recolectar orina durante 5 horas, que gene-
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raba bajos niveles de cumplimiento con los requerimientos de
laprueba. Los niveles de lactulosay manitol detectados en la
orinade 5 horas de estos nifios estan dentro de |os rangos re-
portados en la literatura1819, La progresiva disminucion de la
excrecion de lactulosa es significativa cuando los valores a mes
de edad se comparan con los obtenidos alos 12 meses. Por otra
parte, la excrecion urinaria de manitol disminuye sdlo ligera-
mente, Sin que este cambio sea significativo. Consecuentemente,
latasaL/M no cambia durante el periodo de observacion . En
nifios amamantados se ha descrito una reduccion répidadel in-
dice L/M durante la primera semana de vida, contrariamente a
lo observado en nifios que recibian unaformulalactea con pro-
teinas de leche de vaca parcialmente hidrolizadas'’18), |o cual
podriarepresentar una posible explicacion parael fenomeno de
sensihilizacion precoz a proteinas de la dieta observado en re-
cién nacidos y especialmente en prematuros2192), Lalentay
progresiva disminucion de la permeabilidad alalactulosa hasta
€l afo de edad que se observa en este estudio, no concuerda con
las observaciones realizadas por Weaver® y por Catassi@, ya
gue en nuestros nifios no resulté en cambios de latasade L/M.
Eso sugiere que el transporte de lactulosa a través de la muco-
saintestinal durante el primer afio de vida sigue una evolucion
bifasica, con unadisminucion rapidaen los nifios amamantados
en los primeros dias, seguida por una lenta reduccion durante
los meses siguientes. Si el paso de lactulosa realmente repre-
senta un marcador de la permeabilidad paracelular, es posible
plantear |a hipdtesis de que durante |os primeros dias de vida
hay cambios maduracionales de la permeabilidad que pueden
ser asimilados al cierre intestinal; los cambios posteriores re-
presentarian €l proceso progresivo de“ apriete” del epitelio. Sin
embargo, el significado funcional de estos cambios no estacla-
ro, ya que varios estudios sugieren que el paso transepitelial de
estos marcadores no se correl aciona de manera sisteméatica con
€l de antigenos2),

Aunque se sabe que | os diferentes agentes etiol dgicos tienen
distinto efecto sobre la permeabilidad intestinal, como es por
giemplo, el caso de rotavirus comparado con Yersinia®),  nu-
mero de episodios de diarrea infecciosa detectados en este es-
tudio fue tan bajo, que no permitid realizar el andisis estadisti-
co de los datos estratificados seglin el agente etioldgico. El ba-
jo nimero de episodios de diarrea infecciosa detectados en es-
te estudio reflgjala fuerte disminucion de laincidencia de esta
patologia observada en Chile en los ltimos afios®). En este cua
dro, los efectos directos de los enteropatdgenos incluyen lesio-
nes del ribete estriado del epitelio y/o de las uniones intercelu-
lares, aumento del recambio celular einmadurez del epitelio. En
modelos animales, esto contribuye a reducir laeficienciade la
barreraintestinal, lo cual resulta en el paso de macromoléculas
hacialacirculacion22728), Esto también hasido mostrado en ni-
fios con diarrea aguday persistentel?-33), Nuestros resultados
apoyan resultados previos que han demostrado un aumento de
permesabilidad intestinal a azlicares marcadores en diarrea.

Estos resultados muestran que durante el primer afio de vi-
da, latasa de excrecion L/M no se altera, mientras que la per-
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meabilidad ala lactulosa disminuye, pero que las alteraciones
importantes de la permeabilidad intestinal ocurren sdlo duran-
te episodios de diarrea. Tal alteracion de barrera intestinal po-
driatener consecuencias sobre |as respuestas inmunes locales
del huésped.
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