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Efecto de la Nicotinamida sobre la Pérdida de Fluidos en Célera
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!nterno de Medicina - Hospiial Edgardo Rebagliaus Martins

RESUMEN

Ll ¢élera en nuestro pais ha generado importantes problemas de salud piblica. Actnalmente es tratado recupe-
rando ef volumen perdido y eliminando el V. cholerae mas no bloqueando la accién de la toxina. Existen eviden-
cias que la Nicotinamida actuaria sobre la toxina disminuyendo l4 secrecion de agua y electrélitos.

Se evalud la capacidad de la Nicotinamida para reducir la pérdida de fluidos en conejos con célera; utilizando nn
estudio experimental aleatorizado.

Sc administré nicotinamida a 10 conejos sanos, cuantificando sus excretas (g/diu), pre y post administracion para
descartar efectos que alteren Ia interpretacion de los resultados; no se hallé diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p=0,3). Luego de S dias, para asegurar la eliminacion del farmaco, se infectd a los conejos dividiendolos
et 2 grupos de 5; al presentarse la diarrea administramos Nicotinamida y placebo respectivamente, cuantifica-
mos las deposiciones (g/dia) hallando diferencia estadfsticamente significativa (p<0,0010); demostramos que la
Nicotinamida disminuye la pérdida de fluidos en c¢élera; abriendo una nueva posibilidad terapéutica.

Palabras claves: Nicotinamida, Toxina del Cilera, Proteina Reguladora de Guanina Nucleotido, AMPciclico.

THE EFECT OF NICOTINAMIDE ON CHOLERA FLUID LOSSES

SUMMARY

Cholera has caused major public health problems in our country. Currently, therapeutic approach consist of
both, recovering the lost volume and eliminating the microorganism; there isn’t, however, any therapeutic
intervention that blockades the toxin action. There are evidences indicating that Nicotinamide could act on the
toxin, decreasing water and electrolytes losses.

In thix work, Nicotinamide capacity to reduce fluids losses in Cholera-infected rabbits was analized through a
randomized experimental study. Ten previously healthty rabbits received Nicotinamide; mass of stools (u/day)
hefore and after Nicotinamide administration were assessed to rule out any side eftects which can aiter the results.
There were no significant differences in the mass of stools (g/day) before and after Nicotinamide administration
(p=0.3). Rabbits were infected with V. cholerae 5 days later (to assure the climination of nicotinamide); then werc
divided in two groups (A and B), and five randomizely assigned to cach group. When diarrhea appeared, group A
rabbits received Nicotinamide and group B rabbits received placehbo. Mass of stools were quantified in both
groups, showing a significant difference (p < 0.001).

Our study demonstrates that Nicotinamide decreases fluids losses caused by cholera, and opens a new avenue of
therapy.
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INTRODUCCION
El célera es una enfermedad aguda del aparato digestivo que ha
azotado a la humanidad dexde Gempos inmenorables ('), teniendo
relevancia por su universslidad y alta mortalidad. Asi, ha llegado a
nuestro pafs en dos oportunidades, siendo la dliina en 1991 (™).
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Esta enfermedad se manificsta por producir diarreas acuosas sbun-
dantes que en poco tiempo llevan 4 la deshidratacion ¢ hipovolenia,
sobre lo cual gira ¢l cuadro clinico, que de no ser ratado @ tiempo
puede conductr al shock y 4 la muerte (33).

Las estrategias del tratamiento en el presente siglo se han orienta-
do en oo a la recuperacion del volurmen perdido y su mantenimien-
to: (*€) sin embargo, hasta ahora no existe una forma eficaz de dis-
minuir signiticativamente el tiempo de enfermedad, aplicable @ lodos
los pacientes. a pesar del uso de antibidticos como la Tetraciclina, (7)
que destruyen al Vibrio cholerae inas no s su (oxina que ex la respon-
xable de la pérdida de fluidos(®).
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Lu toxina del edlera (T.C.Y una ver que penetra en ¢l erlorocito,
actia sobre la subunidad alta de Ju Proleina G helerolrimérica (res-
ponxable de traduccidn de senales extracelnlares en respuestas
imtraceulures), catalizando T unidn de ADP-yihosa citoplasimiticd u
dicha subumdad. reaccion Hamada ADP ribosilacion. Esta nnidn pro-
tuce Ta activacidn permanente de la adenil ciclasa, ls que o su vez
aumenta Tos niveles de AMPe, inerementando T seerccidn de ugua y
clectréhitos (Ver Esquerna N™ 1. Entonces, para que la T.C. active a
la proteing G, se necexita la incorporacion de vpa molécula de ADP-
ribosa a fa subunidad i (019,

Hasta hace un empo no sXistla manera de bloguear este proceso.
no pudiendo uctiar lerapéuticamente aeste nivel, Sinembargo. se ha
demostrado que la Nicotinamids (NCT) y derivados, disininuyen los
niveles intracefubires de AMPe que coma hemos explicado son indis-
pensablex para la produccion de fa disrrea (V).

Pe estiomanera. creemos que no se dehe dejar de Ludo esta posibi-
lidad terapéutica qoe a dilerenera de las hasta hoy utilizadas. ocutra-
lizi el maodo de accidn de la toxina.

Asi, realizamos este estudio experimental o doble ciega en gue
demostramon el efecto wtitoxing de la NCT. al disminuir lu pérdida
de Miidus en congjos infectados por Vo ehaolerac.

MATERIAL Y METODOS

MATERIALES

Exte estudio tue realizado en el Institute de Medicina Tropicul
de Ta Universidad Nacivaal Mayor de San Marcax, que cuenta con
laboratorion eyuipados para lines de mveshigacidn, asi como un
biowrio para ¢l coidado de Tox animales de experimentacion. du-
rante ¢l perfodo del 21 deagosto al 23 de setiembre de 1995, Ut
lizamos 10 concjos raza “Nueva Zelanda™ que complicron los si-
suientes criterios de seleccicén:
) Muachos, sin entermediades evidentes. aclivos v en sparente buen
cstado general.

by Pesozente 1000 - 1200 g

¢) Edad: entre 1.5 - 2.0 meses.

e esta manera upilormizamos el sexo la edad y ¢l peso, ya que la

stipertficie intestinal subre Ta que via actuine tanto Ja TC como la NCT.

depende de los Tactores mencionados.

- Estos animules recibicron raciones similares de alimentos ~dli-
duost Conejima (Industrias Puring SAL Limw - Pentd) y Alfallu
(Medicago sativay y liquidos ad libitin durante ¢l tiempo de ¢je-
cucién.

- Scutihzé NCT, al 99.9% de pureza. (Laboratorios ROCHE). Ja

cnal (e dividida en dosis de 100 myg.
Lu cepa de V. chelerae wilizada ine catlogada como Vibrin
chaderae O Biotpo El-Tor de serolipos miihiples (Qgawa ¢
Inaha): Tue aislada y cullivada por méodos baclerioldgicos
extindur y proporcionada por ¢l departamento de Microbiologfa
de la Universidud Nacienal Mayor de San Marcos.
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METODOS

Ya que demostriciamos ol electo anti-toxini del Y efiderae. rea-
lizamos este wabajo en 2 ctapas. La primera destinada w verificar que
la NCT no produce modificactones en el peso de exerelas de animales
sunos y e seginda divigidit a demostrar comparativamente Ta reduoe-
cién en la pérdidu de Tuidos en animales infectados draadns con
NCT vs. control no tratados).

Antes de imiciar extis clapas. decidimos “chminay fa (lora intes-
Gnal de los ammales con la administracion de Enoxacina (qminolon
de segunda guneracion que cuhre un amplio espectro de gram (#) y
gram (-} a una CIM relativamente hajid. o 2 dosis de 20 mg chr con i
iteevalo de 12 horas. Esto se realized para acortar ) tiempo de
incubacion del V. cholerae, que e presencid e L o pratecioricen
conejos es de aproximadamente 1 semarta {segin nuesiro estidio pi-
lolo ) to que dificnlt un cuidadoso seguimicnw de los misimes. Espe-
ranos S das paraasegurar sueliminacion,

1”Etapa: Etecta de la NCT Sobre ¢l Peso de Excretas en Anima-
les Sanos

Para descartar olros efectos de la NCT que interfierin con liatoma
de datos v interpretacian de loxresulludos, se adminisurd 100 my de
NCT via oral a ¢/u de los 10 concjos, cuamtificando ¢l peso de las
deposiciones por dia anfes y despuds de la administracion.

Se esperd 5 dius pura ascgurar la climinacion del Givmaco antes

de pasar i fa siguicnte clapi.

2°Etapa: Efecto de la NCT Sobre o] Peso de Exceretas en Anima-
les Infectados

Previdimente s este proceso. los 1 conejos. colocados en jaulas
metabdlicas individuales Mueron divididos en 2 grupos de S concjos
(A y B). udlizando ta tahla de mimeros aleatorios,

Seinoculd a lox 18 conejos con la cepa untes mencionada. coli-
vada en Calde Nutricio ¢ incubadiv durante 8 hovas o 37°C hasta con-
segnir una rbidez semejante ol N* 3 de la escala de Muc Farley.
ut
e de 1 ml. por conejo V.O.

Cuando observamos el inicio de o diarrca taprox. 16 harax des-

zando un método comparativo visual. La cantidad administrada

pués de T inoculacion). al grupo experimental {A) <e le adminisié
uni dosis e NCT via oral disuclta en | ml de agua destilisda. Al
grupo contiol (B). sélo se te administré T mlde sgua destilada,

La cuantificacion de las exerctin se realizard a partiv del momen-
to de administracion de NCT y agua, respectivamcrite. por un periodo
de veinhouatro horas, siendo rotuludos como gripo A v B. descono-
ciendo ¢l investigador que cuantificd lus excretas. cuil correspondia
al grupo con tratamicnto con NCT y cual al grupo placeho.

La comprobhacion de L imleeeion por Vo cholerue. Iné realizada en
el hisopado rectal por mélodos hacterioldgicos estindiar.

Para el andlisis de Ta signilicancio eslacdistca en L usoctacion y el
andlisis de Jav medias. e utilizo da pricha paramétrica del anifisis de
varianza (ANOVA | WAY). para lo cual se cumplen lox criterios de
aleatoricdad. normalidad y homogeneidad de vartanzas. Se considerd
significalivamente estadixtico el nivel de significancia (allfa) < 0.001
(p<0,001).
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Seelabord Ja base de didos en el progranyid estadistico MSTAT-C.
Lox dalox fueron procesados en nnmicro computador 486 DX2. 1BM
compulible, Los resultados ded pese de Tax exerelas (varables conti-
nUas) son reportados como media = desviciin extandar, e gramos.

RESULTADOS

1° LKtapa: Efecto de Ta NCT Sohee ¢l Peso de Excretas en Ani-
males No Infectudos

- Lox valores obtenidox en el peso de las exceretas de los 10
concjox xanox, anles de sdministrarles NCT, fueron de 35,66 +
4.09.

- Loxs valores ohtenidos en ¢l peso de fus exeretas de los 10 co-
nejos sunos, despuds de administrarles NCT fueron de 35,15 %
302
Siendo similares umbox vilorex (pre y poxt administracidn), no
e encontré diferencia estadisticamnente significativa (p= 0.3).

2% Etapa: Ifecto de la NCT Sobre el Peso de Exeretas en Ani-

males Infectados

Teniendo comao base que los mrupos Ay B no presentuban dife-
renclus extadisticamente significativas en coanto al peso du las exeretas
en condiciones hasules (Grupo A=35.66 = 4.09, Grupo B=35,13 =
3.92) (p=0,3). Se procedid i coantilicar lus exeretas en ambos grupos
fnepa de presentur diarces, encontranda diferencias estadisticamente
signilicativas entre ¢l prupa tatado con NCT y el control (61.02 =
6.84 v 87.2 = 3,51 rexpectivaimente) (p<0.001).

Una obscrvacion adicional ex gque no hubo reduccién en ta dura-
c1an de la diarrea en ambos grupos.
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DEPOSICIONES (gr/dia’

i 2 3 4 5
CONEJOS

Il Control B NCT

Contral = 87.20 = 3.31 ¢

entrol = p <0001
Nicatmamica = 61,02 £ 6,84 ¢

Fipura N* 3.- Electo de la nicotinamida vs. placebo sobre la
pérdidu de Muidos e animales infectados por calera
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DISCUSION

Lox yesultados obtenidos demuestran que L administracion de NCT
disminuye la pérdida de Muidos en animales infectados por cdlera.

En lu primera ctapa xe demnestra que la NCT no modifica fox
volimenes de las deposicipnes en animales sunos. vu que no se en-
contré diferencia estadisticamente significativa (p = 0.3) enire las
deposiciones de los dias pre y post administracion de NCT.

Tabla N 1.- Efectu de la Nicotinumida sobre lus deposiciones
en unimales sanos

Conejos Peso de Deposiciones en gr/dia

Basal

Post Nicotiamida
| 383 373
2 32.7 3.3
3 ESR 40.4
4 37.0 40.3
3 309 .3
6 29.3 A0
7 329 326
8 39.3 185
9 388 365
10 35.4 327
Mcdia + DE 3514 + 392

35,66 + 4.08

* Nohay diferencia significativa entre ainbos grupos (p = 0,2)

En la xegunda elapa se comprueha el efects antitoxina de [a NCT
en los conejos infectados, encontrdndose diferencia estadisticamente
muay xigniticativa (p < 0.001) entre ¢l grupo trutado con NCT versas
el grupo control.

Tabla N¥ 2.- Efecto de [« Nicotinamida versus pluceho sobre Ja
pérdidu de Jluidos en animales infectados por célera

Grupo Pexo de Tax Media = DE
Conejos Deposiciones (gridiu)

N

] 2 3 4

(A) 91.5 826 894 RS0  R7S 8720+ 351
NCT

(B) 326 62,7 623 707 368 61,02 + 6,84
Placebo

* Atamenie sigrificativo ( p.‘_:,< 0.001)
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Como hemos explicuda. fa NCT interferiria en ¢l mecanistmo de
Jsecion moleeular de ki TC a un nivel o bicn <definido (). pero fo
“tlaro e que disminuye fos niveles altox de AMPe en los enlerocilos
-e:ial'cc(a(lu.\‘ (".

Nuestros resultados se pueden explicar por fa accidn biognimica
de la NCT, de [ siguicnte nanera:

#) La NCT nhibiria competitivamente Ja ADP-ribosilaciin de s Gis
ulla
by La NCT se unirfa a L subunidad A - de T TC. inactivando su

accidn (ver Exquema N 2),

Estas hipGtesis deberdn ser corrohovadas con luluros estlios a
nivel molecular, ya que contrastan con la opinidn de algunos autores
';luc picnsan que la NCT podria revertir el proceso de ADP-rihosilacion.
“lo que nos parece poco probable por comprender éste la Tomvacian de
un enlace covalente (mreversible).

Sinembargo. a pesar de T+ administracion de NCT, ¢) grupo expe-
mental presentd diarrea, aungue de menor magmiud (expresada en
peso).

Exto puude ser explicado debido a e existencia de canales de
jones yue no se activarian por AMPe. donde L toxing actuaria diree-
tamente. Ademads ¢l V. cholerue produce olras wxinas como la Toxina
de 4 Zonws Ocludens (ZOT), que aumenta la permeabilidud enire los
enlerocitos, v lux que median lu accién de prostaglandinus y
newrolransmisores que yumentan Ja motilidad intestinal (7).

Ex asf que demostvamos experimentalinente la utilidad de la NCT
en la pérdida e Nuidos por colera en congjos raza Nucva Zelanda, ¥
estumos convencidos que el extudio mis prolundo de exte nuevo agente
ferapéulico contribuird al actual exquema de [ratamiento que ha leni-
da avances muy importuntes en este dltimo siglo.
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