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Justificacion del interés por el tema

La enterocolitis necrotizante (ECN) es la enfermedad gastrointestinal adquirida mas comin
en el recién nacido pretérmino. Se caracteriza por la aparicion de lesiones isquémicas en el
intestino delgado y colon que en ocasiones pueden progresar hacia la necrosis transmural y
perforacion de la pared intestinal, por lo que es una de las urgencias quirurgicas mas
frecuentes durante el periodo neonatal .

La incidencia de la ECN es de 1-3 por cada 1000 recién nacidos vivos > . Afecta a un 5%
de nifios con bajo peso al nacer y esta cifra asciende hasta el 10% en los de muy bajo peso.
El 30-50% de ellos requerirdn una intervencion quirurgica y la mortalidad en este grupo
alcanza el 30% *.

La etiologia de la ECN es todavia desconocida. Numerosos factores han sido implicados en
su patogénesis, entre los que destacan la inmadurez inmunolégica de la mucosa intestinal,
una perfusion inadecuada, la presencia de sustancias hiperosmolares en la dieta y
determinados agentes infecciosos. El diagndstico precoz, los avances en los cuidados
neonatales y el tratamiento quirtrgico en algunos casos, han logrado una importante
reduccién de la mortalidad, siendo ésta todavia alrededor del 25% °. No existe ningtin
tratamiento especifico salvo medidas conservadoras una vez instaurada la enfermedad.
Aunque el tratamiento quirdrgico precoz ha contribuido en gran medida a mejorar la
supervivencia, las secuelas ocasionadas por las amplias resecciones intestinales son
numerosas. Entre éstas destaca el sindrome del intestino corto y la necesidad de nutricién
parenteral prolongada con todos sus efectos secundarios * 7.

Con los avances de los cuidados en las unidades neonatales, la supervivencia de recién
nacidos prematuros estd aumentando, con el consecuente incremento del numero de

pacientes con un riesgo elevado de padecer ésta enfermedad.



Justificacion del interés por el tema

Por ello es necesaria, no s6lo la investigacion y el desarrollo de nuevas formas de
tratamiento sino también métodos de prevencion que puedan ser aplicados en pacientes con
riesgo aumentado.

La eritropoyetina (Epo) es una hormona producida por el rifién en respuesta a la anemia.
Regula la produccion de eritrocitos interactuando con receptores celulares especificos de
superficie, inhibiendo la apoptosis celular y estimulando la maduracion clonal. Desde el
afio 1985, la eritropoyetina recombinante es utilizada en el tratamiento de la anemia del
embarazo °. La presencia de Epo en la leche humana ° y la reciente demostracion de
receptores funcionales de Epo en intestino delgado fetal y postnatal sugiere que la Epo estd
implicada en el crecimiento y desarrollo del tracto gastrointestinal '® ''. Ademas, estudios
epidemiologicos han demostrado que el riesgo de enterocolitis es menor en recién nacidos

12
. En base a estos

prematuros cuyas madres habian recibido Epo durante el embarazo
estudios, nuestra hipdtesis propone que la administracion de Epo recombinante puede tener
un efecto protector en el desarrollo de la enterocolitis necrotizante. Con el presente proyecto

de investigacion pretendemos estudiar el efecto que la administraciéon de Epo tiene en un

modelo animal de ECN.
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Introduccion

2.1. ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE

2.1.1. Antecedentes historicos

Los primeros casos que probablemente correspondian a una ECN fueron descritos hace
170 afios. Se trataba de 5 casos de recién nacidos prematuros que fallecieron a los 3 dias
de vida como consecuencia de una peritonitis con multiples perforaciones intestinales,
hallazgos muy sugestivos de ECN . Sin embargo, la publicacion del primer caso de ECN
es atribuida a Generisch en 1891'*. No fue hasta el afio 1943 cuando se describié el primer
caso tratado por Agerty y cols. Se trataba de un recién nacido de 35 semanas de gestacion
que presentaba una perforacion ileal que fue suturada sin mas complicaciones .

Desde entonces y hasta la década de los 60, la cirugia ha sido la primera opcidn
terapéutica. Sin embargo, durante los afios 70 se comprobd que con un diagndstico precoz
el tratamiento podia ser conservador. En 1973, Bell publicé una clasificacion basada en la

gravedad de la enfermedad, que todavia hoy es utilizada como pauta de actuacion'®

2.1.2. Epidemiologia

La incidencia de la ECN es muy variable, dependiendo de la zona geografica y del afio que
se considere. En EEUU, la incidencia es de 1 a 3 casos por cada 1000 recién nacidos vivos
?. Esta enfermedad afecta fundamentalmente a recién nacidos prematuros y/o de bajo peso
para su edad de gestacion. En concreto, en algunas series el 90% son nifios prematuros
mientras que solo el 10% ocurre en niflos nacidos a término, la mayoria de éstos con
enfermedades que predisponen a una menor perfusion mesentérica' ” '®. Se ha calculado
que aproximadamente un 12% de prematuros con un peso inferior a 1500 gr desarrollaran

1 . 20,21
una ECN '°. La ECN es més frecuente en varones y en la raza negra 021
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Introduccion

En un estudio realizado sobre 123 casos, la edad media gestacional fue de 31 semanas®.
Asimismo, se ha observado una relacién inversa entre la edad gestacional y el momento
en que se manifiesta la enfermedad. Los prematuros desarrollan la enfermedad entre los
dias 7 y 14 de vida, mientras que en los recién nacidos a término suele manifestarse en las
primeras 48 horas™.

Durante los ultimos afios ha aumentado la supervivencia de recién nacidos prematuros
como consecuencia de los avances en las unidades de cuidados neonatales, por lo que
también estd aumentando el niumero de pacientes con un mayor riesgo de padecer la
enfermedad . En el futuro, la ECN ser4 la principal causa de muerte entre los recién
nacidos prematuros, mas frecuente incluso que el sindrome del distrés respiratorio
neonatal *°.

La supervivencia global de los recién nacidos prematuros con ECN se encuentra entre el
60% y el 80% 2> 2’ mientras que en recién nacidos a término alcanza el 90%>* . Este
dato es sin embargo controvertido ya que otros autores > han encontrado un mayor
nimero de complicaciones y una mortalidad superior en el grupo de pacientes con ECN
nacidos a término. En cualquier caso, un elevado porcentaje de pacientes presentaran
secuelas, no solo digestivas como el sindrome de intestino corto, sino también retraso en

. 29-32
el desarrollo psicomotor
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Introduccion

2.1.3. Etiologia y patogénesis

La etiologia de la ECN es desconocida, pero la mayoria de los estudios sugieren que es
multifactorial. En 1975 Santulli y cols. propusieron que en el desarrollo de la enfermedad
participan tres factores esenciales: la lesion hipdxico-isquémica de la mucosa inmadura, la

. ., . . . . 33
alimentacion artificial y la presencia de bacterias

Alimentacion Enteral

/ \

INMADUREZ DEL ALTERACIONES
TRACTO MICROBIOLOGICAS
GASTROINTESTINAL GASTROINTESTINALES
| Peristalsis | Flora bacteriana normal
|Secr. lgA 1Flora Bacteriana Patbgena—

Translocacion bacteriana

NEC
|

INJURIA HIPOXICO-ISQUEMICA

T Estados de hipoperfusion

(PDA,Sepsis, policitemia, cocaina, asfixia,
SDRA,Cardiopatias congénitas,etc)

Figura 1 Mecanismos que intervienen en la patogénesis de la ECN

PDA= Ductus Arterioso Persistente, SDRA= Sindrome de Distress Respiratorio Agudo
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Introduccion

2.1.3.1. Isquemia-reperfusion intestinal:

La isquemia intestinal transitoria seguida de reperfusion es uno de los factores mas
importantes en la etiopatogenia de la ECN. Una de las causas mas frecuentes de esta
hipoperfusion intestinal es la hipoxia perinatal que puede producir una vasoconstriccion
esplacnica con el fin de redistribuir el flujo sanguineo hacia érganos vitales como el
cerebro y el corazén. Esta hipdtesis ha sido cuestionada ante la existencia de mecanismos
reguladores que dan lugar a una vasodilatacion en la gran mayoria de los territorios
vasculares a los pocos minutos de haberse iniciado la isquemia. La disminucién en el
aporte de oxigeno y la acidosis son los principales estimulos de esta vasodilatacion. Sin
embargo, varios estudios experimentales sugieren que este sistema de autoregulacion no

, . ., . 24
esta presente o es menos efectivo en recién nacidos

Otra posible causa de hipoperfusion intestinal es la persistencia del conducto arterioso.
En un estudio, se demostrd la ausencia de flujo diastélico en el territorio vascular
intestinal en recién nacidos con un conducto arterioso persistente >'. Esta alteracion
podria explicar el mayor riesgo de ECN en pacientes con un conducto arterioso
sintomatico. Ademads, se comprobd que la administracion rapida de indometacina
producia una mayor disminuciéon del flujo en la arteria mesentérica superior por
mecanismos desconocidos. La presencia de catetéres umbilicales ** y la policitemia *® han
sido también descritas como causas de isquemia en el territorio vascular intestinal, en este

caso secundaria a la formacion de trombos.
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Introduccion

Se han empleado técnicas de eco-doppler con el fin de investigar si realmente existe una
alteracion del flujo esplacnico en aquellos recién nacidos con riesgo de presentar una
ECN. En un estudio se demostr6 que la velocidad sistolica pico en la arteria mesentérica
superior era entre un 20% y un 50% inferior en recién nacidos prematuros que habian
presentado hipoxia perinatal comparada con la de recién nacidos a término sin
complicaciones *’. Sin embargo, en aquellos pacientes en los que se ha confirmado el
diagnoéstico de ECN, el flujo sanguineo en la arteria mesentérica superior esta aumentado,
lo que se ha interpretado como un reflejo de la hiperemia post isquémica **.
Aunque muchos de los autores estan de acuerdo en la influencia de las alteraciones de la
perfusidn intestinal en el desarrollo de la ECN, otros consideran que es s6lo un factor mas
en la etiopatogenia de la enfermedad *°. La disminucién de la perfusion intestinal
favoreceria el sobrecrecimiento y la translocacion bacteriana, lo cual podria llegar a

desencadenar ECN en un paciente vulnerable. (Figura 2)

Bacteria Bacteria
intraluminal / intraluminal

Barrera —— N
intestinal :‘ - HIp(_)XIa ot Apoptosis
normal ’ - Perinatal * AP S Translocacién bacteriana

- ) : - Activacion inmunocitica

P > Bie o

- - v L5
b g o ‘a E O o b " -
; S Woy® ‘---; TNFa L
- .i:N‘f 1L =

Figura 2 Hipoxia- isquemia intestinal, apoptosis, translocacion bacteriana y colonizacion.

El hecho de que muchos nifios afectados con procesos hipdxico-isquémicos no desarrollen

. . . . . 20. 32
ECN sugiere que la mala perfusion intestinal es un factor necesario pero no suficiente > **

40, 41
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Introduccion

Por todo ello, se considera la ECN una enfermedad multifactorial en la que algunos

factores son conocidos y otros estan por conocer.

2.1.3.2. Agentes infecciosos:

La ECN no ocurre durante el desarrollo fetal, cuando el intestino es estéril, por lo que la
colonizacion anormal del tracto gastrointestinal del prematuro contribuye también a la
patogénesis de ésta enfermedad (Figura 1) **

Aunque la infeccion bacteriana es considerada también necesaria en el desarrollo de la
ECN, el lugar de la infeccién en la etiopatogenia de la enfermedad no es del todo
conocido. La ECN podria ser una enfermedad infecciosa que afecta con mas frecuencia
pero no necesariamente a una mucosa intestinal previamente dafiada. Esta hipdtesis se
apoya en las siguientes evidencias: en primer lugar, la aparicion de brotes epidémicos de
ECN en determinadas unidades neonatales y en ciertas estaciones del afio sugiere la
existencia de un agente infeccioso *. En segundo lugar, se han identificado algunos
gérmenes con mayor frecuencia en las heces de recién nacidos con ECN, entre los que
destacan Klebsiella sp., Escherichia Coli, Salmonella y la toxina del S. epidermidis ***°

Algunas especies de Clostridium (C. perfringens y C. difficile) han sido asociadas con

casos especialmente graves de ECN.

Por ultimo, se han reproducido en modelos experimentales lesiones similares a las de la
ECN tras la administracion de endotoxina bacteriana *°. Es posible, sin embargo, que las
bacterias desempefien un papel secundario y so6lo intervengan en la patogénesis de la

enfermedad una vez que se ha producido un dafio significativo en la mucosa intestinal,
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Introduccion

que permita la translocacion 2 A ¢ésta inmadurez se asocia el contacto con la flora

. e, . . 47
nosocomial y los antibidticos en las unidades de cuidados neonatales ™.

2.1.3.3. Inmadurez del sistema defensivo local:

Dado que la ECN afecta casi exclusivamente a neonatos pretérmino se ha sugerido que
una barrera inmundlogica intestinal inmadura participa también en la patogenia de la
enfermedad (Figura 1) *. Estos pacientes presentan unos niveles inferiores de linfocitos
B y de inmunoglobulina A (IgA), que contribuye a la defensa local evitando la adhesion
de agentes infecciosos a la superficie del epitelio. En un estudio aleatorizado no se
diagnostico ningtin caso de ECN en un grupo de 88 pacientes que recibieron IgA e IgG
por via oral, mientras que aparecieron 6 casos en el grupo control*® *°. Se ha demostrado
ademas, en modelos experimentales, la ausencia de linfocitos T durante los primeros dias
de vida y el progresivo incremento de su niimero a partir de la tercera semana °. Por otra
parte, la leche materna ejerce un efecto protector debido al aporte de inmunoglobulinas,
sobretodo la IgA, macrofagos, linfocitos B y T, factores del complemento, lactoferrina y
factor de crecimiento epidérmico (EGF). En este sentido, los nifios que reciben
alimentacion artificial presentan una incidencia de ECN 6 veces superior a la de los

iy . . 51,52
recién nacidos alimentados con leche materna ° > °°.

Anand y cols. >3 propusieron tres alteraciones de la barrera intestinal que participan en el
desarrollo de ECN: disrupcidén en las uniones celulares epiteliales, alteraciones en el

peristaltismo intestinal y alteraciones en la composicion del mucus intestinal.
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Introduccion

Pero las alteraciones en el sistema defensivo intestinal local de estos pacientes no son s6lo
inmunoldgicas. La secrecion de dcido géstrico esta disminuida y puede favorecer el
sobrecrecimiento bacteriano ». Desde un punto de vista mecéanico, la propia mucosa
intestinal actia como barrera que evita el paso de bacterias y toxinas. Esta barrera fisica
presenta una hiperpermeabilidad en los recién nacidos prematuros que favorece el paso de
macromoléculas y la translocacion bacteriana (Figura 3). En este sentido, se ha
demostrado
un aumento significativo en la incidencia de bacteriemia en ratas de 2 dias de vida tras las
administracion de Escherichia Coli por via oral en comparacién con ratas de 2 semanas >
La proliferacidon bacteriana promueve la invasion local de la pared intestinal, la produccion

de citoquinas inflamatorias, endotoxinas, con la subsecuente necrosis y perforacion

intestinal >,
REDUCCION DE ENZIMAS PROTEOLITICAS . _— ALTERACION DE LA
o — FLORA BACTERIANA
DISMINUCION DE LA PERISTALSIS . ™

ALTERACION DE LA MEMBRANA EPITELIAL ALTERACION DE LA MUCINA Y

& UNIONES CELULARES . ! / BARRERA MUCOSA
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Figura 3. Inmadurez del sistema inmunitario intestinal neonatal. Invasion y colonizacion bacteriana.
Alteracion de la flora bacteriana intestinal. Produccion de citoquinas pro-inflamatorias. Desequilibrio

. . . 55
entre el sistema inmunitario. Fracaso de la barrera mucosa.
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2.1.3.4. Alimentacion enteral:

La ECN es menos frecuente en recién nacidos que reciben inicamente leche materna .
El efecto protector de la leche materna ya fue demostrado por Barlow y cols. en un
modelo animal de ECN °’. En humanos, la leche materna juega un papel fundamental en la
inmunizaciéon pasiva del intestino neonatal, promoviendo el crecimiento de
Bifidobacterias en la flora intestinal °*. Ya hemos mencionado anteriormente que el efecto
beneficioso de la leche materna se debe también al aporte de inmunoglobulinas, sobretodo
la IgA, células del sistema inmunitario como macréfagos, linfocitos B y T y factores del
complemento y lactoferrina. Es necesario destacar que los componentes beneficiosos de la

.« . .y 59
leche humana se ven adversamente afectadas por la congelacion y pasteurizacion ™.

El momento en el que se inicia la alimentacion enteral y el tipo de formula empleada
pueden influir también en la aparicion de la enfermedad. La administracion precoz de
formulas hiperosmolares puede dafiar directamente la mucosa gastrointestinal .

La alimentacidn enteral también puede producir una elevacion del factor activador de las
plaquetas (PAF), importante mediador inflamatorio que puede desencadenar el inicio de

las lesiones. Se ha propuesto que el incremento de la alimentacion enteral en recién

nacidos sea inferior a 25ml/Kg/dia °'.
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2.1.3.5. Farmacos:

La teofilina y la aminofilina, derivados de las xantinas, reducen la movilidad intestinal y
pueden ademas dafiar los enterocitos mediante la formacion de radicales libres de
oxigeno durante su metabolismo . Sin embargo, no se ha demostrado la relacion causal
entre estos farmacos y la ECN ©.

También la indometacina, utilizada como agente tocolitico en mujeres embarazadas y
como tratamiento del conducto arterioso persistente en recién nacidos, se ha asociado con
una mayor incidencia de ésta enfermedad * El abuso materno de cocaina, por sus

propiedades vasoconstrictoras, puede aumentar la incidencia y la gravedad de la ECN ®.

2.1.3.6. Mediadores vasoactivos:

La lesion de la mucosa intestinal y la infeccion bacteriana ponen en marcha una cascada
inflamatoria en la que intervienen varios mediadores vasoactivos que pueden favorecer la
progresion de la lesidon. Entre estas sustancias destacan el factor activador de las
plaquetas (PAF) y el factor de necrosis tumoral (TNF), cuyos niveles estdn elevados en
recién nacidos prematuros con ECN®. EI PAF es un fosfolipido endégeno mediador de la
inflamacion sintetizado y secretado por células endoteliales, plaquetas, monocitos,
macrdfagos, leucocitos, eosindfilos y baséfilos. Bacterias como Escherichia Coli también
pueden sintetizarlo. EI PAF puede activar los neutrofilos y liberar radicales libres de

oxigeno y enzimas de los lisosomas, ademas de inducir la agregacion plaquetaria.
La acetil-hidrolasa es un enzima antagonista del PAF que limita su vida media. Se ha

demostrado en estudios experimentales que la administracion de este antagonista

previene la aparicidon de la ECN, lo que apoya el papel de este mediador en la patogénesis
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de la enfermedad. La elevacion de los niveles de este antagonista en la leche materna en
comparacion con la leche artificial, puede ser otra de las razones que explique el efecto
protector de la lactancia materna ®’. La administracién de TNF también induce un estado
de shock y una necrosis de la mucosa gastrointestinal. Se ha demostrado en modelos

experimentales que este efecto es debido a la liberacion de PAF en el tejido intestinal®®.

2.1.4 Diagnéstico

La ECN puede presentarse con una gran variedad de manifestaciones clinicas, hallazgos
radioldgicos y de laboratorio. Los métodos utilizados en la practica habitual para
establecer el diagndstico de ECN no han variado en las ultimas décadas. Los recién
nacidos prematuros y de bajo peso, con un mayor riesgo de presentar una ECN, son

controlados estrictamente para detectar precozmente la enfermedad.

La clasificacion de Bell @ es frecuentemente utilizada en los protocolos asistenciales
(Tabla 1). Valora los signos y sintomas, asi como el riesgo particular de cada nifio para
desarrollar ECN. Recientemente se ha cuestionado la utilidad de esta clasificacion por su
baja especificidad y la subjetividad de algunos de los criterios que utiliza °. Por ello, se
ha propuesto una modificacion de ésta clasificacion teniendo en cuenta criterios clinicos,

radiologicos y factores prondsticos (Tabla 2).
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Estadio I (Sospecha diagndstica)

Uno o mas factores causantes de estrés perinatal.

Manifestaciones sistémicas: Inestabilidad de la temperatura corporal, letargia, apneas y
bradicardia.

Manifestaciones gastrointestinales: Rechazo al alimento, vomitos, distension abdominal
moderada y sangre en heces.

Radiografias de abdomen que muestren dilatacion de asas intestinales.

Estadio Il (Diagndstico confirmado)

Uno o mas factores de riesgo de ECN

Cualquiera de los signos y sintomas anteriores mas persistencia de la sangre oculta en heces o
hemorragia digestiva evidente y distension abdominal franca.

Radiografias de abdomen que muestran una clara distension intestinal con edema de pared,
asas fijas, neumatosis intestinal y /o aire portal.

Estadio 11l (Enfermedad avanzada)

Uno o mas de los factores de riesgo de ECN

Cualquiera de los signos y sintomas descritos anteriormente mas deterioro de los signos
vitales, shock séptico y/o hemorragia digestiva grave.

Radiografia de abdomen: Neumoperitoneo.

Tabla 1. Clasificacion en estadios de la ECN de acuerdo con los criterios propuestos por

Bell.
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ESTADIOS CLINICOS DE LA ECN

Introduccién

ECN establecida,
forma menos
grave

Ausencia de ruidos intestinales
Dolor abdominal +/-

Ileo
Neumatosis intestinal

ESTADIO CLINICA CLINICA SIGNOS TRATAMIENTO
CLINICO SISTEMICA DIGESTIVA RADIOLOGICOS (detallado en el texto)
I-A Distermia Retencion gastrica Normal o Dieta absoluta
Sospecha Apneas Distension abdominal leve Distension de asas Aspiracion géstrica continua
de ECN Bradicardia Vémitos (ileo moderado) Antibioterapia 3 dias (pte. cultivos)
Letargia Sangre oculta en heces
I-B Igual a [-A. Igual a I-A +
Sospecha Rectorragia Iguala I-A Igual a I-A
de ECN
II-A Tgual a I-A Tgual a -A + Distensién de asas Dieta absoluta

Aspiracion géstrica continua
Antibioterapia 7-10 dias

II-B

Igual a [-A +

Igual a II-A +

Igual a ITI-A +

Igual a IT-A

sin perforacion

forma muy grave,

Apneas graves
Acidosis grave
Neutropenia
CID

Dolor abdominal +++
Distension abdominal +++

ECN establecida, | Acidosis Dolor abdominal ++ Neumatosis portal Tamponar la acidosis
forma grave | moderada Eritema de pared +/- Ascitis +/- Antibioterapia 14 dias
Trombopenia Masa en FID +/- Drenaje peritoneal
meod.
II1-A Igual a II-B + Igual a II-B + Iguala II-B + Igual a II-B
ECN avanzada, |Shock Peritonitis generalizada Ascitis franca Liquidos EV al menos a 200 mL/Kg

Inotrépicos/ventilacién asistida
Antibioterapia 14 dias
Cirugia/Drenaje peritoneal

II1I-B

ECN avanzada,

con perforacién

forma muy grave,

Igual a ITI-A

Igual a ITI-A

Igual aII-B +
Neumoperitoneo

Igual a ITI-A

Tabla 2. Modificacion de la clasificacion en estadios de la ECN de Bell segiin Kliegman y Walsh *°

2.1.4.1. Manifestaciones clinicas:

La distension abdominal y la presencia de sangre en las heces son dos de los sintomas

mas frecuentes, habiendo sido descritos en mas del 80% de los casos. En la mayoria de

los recién nacidos estos sintomas

van precedidos de otros

mas inespecificos como

letargia y labilidad de la temperatura corporal. También son frecuentes la hipoglucemia,

las apneas recurrentes, bradicardia y finalmente el shock "'
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La exploracion fisica puede mostrar distension y dolor a la palpacion abdominal, un asa
fija y palpable, y en fases avanzadas crepitacion y edema en la pared. La evolucién de la
enfermedad puede ser muy rapida y en el momento del diagnodstico el recién nacido

puede presentar ya signos de irritacion peritoneal local o difusa **.

2.1.4.2. Hallazgos de laboratorio:

Los datos analiticos anormales pueden hacernos sospechar el desarrollo de una ECN en
recién nacidos con sintomas inespecificos en una fase inicial. La neutropenia es un
hallazgo frecuente, aunque el numero total de leucocitos se puede encontrar elevado. Una
cifra de neutréfilos inferior a 1500 cel/cm’ se asocia con un peor prondstico "2, asi como
la presencia de trombocitopenia que ha sido relacionada con la infeccidén por bacterias
gram negativas . La acidosis metabélica secundaria a la isquemia intestinal y a la sepsis
es también otro hallazgo caracteristico, junto con la hiponatremia. Otro dato caracteristico

es la elevacién de la proteina C reactiva .

Se ha propuesto también la determinacion de otros factores por su posible valor no sélo
en el diagnostico sino también en el prondstico de la enfermedad como la procalcitonina,
algunas interleuquinas pro-inflamatorias y el PAF aunque estos ultimos no se utilizan
todavia en la practica clinica habitual ™.

2.1.4.3. Estudio microbiolégico:

Los hemocultivos son positivos Unicamente en un 30-35% de los casos y los
microorganismos aislados con mas frecuencia son Escherichia Coli, Klebsiella

pneumoniae, Proteus mirabilis, Sstafilococo aureus, Sstafilococo epidermidis,
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enterococos, Clostridium perfringens y Pseudomona aeruginosa. Los Clostridium son
microorganismos anaerobios obligados que producen gas y toxinas altamente destructivas
y a ellos se debe el caracteristico hallazgo de la neumatosis intestinal *°. Los
microorganismos aislados con mayor frecuencia en los coprocultivos son Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Pseudomona aeruginosa y
Salmonella . En los cultivos de liquido peritoneal predominan diversas especies de
Klebsiela, Escherichia coli y Enterobacter °. La infeccion fungica es probablemente
secundaria y hasta un 5-15% de estos pacientes presentan hemocultivos positivos. La

septicemia por Candidas se asocia a una elevada mortalidad .

2.1.4.4. Pruebas de imagen:

En la radiografia simple de abdomen se puede apreciar distintos signos caracteristicos:
-Dilatacion de asas intestinales y edema de pared intestinal: Aunque este hallazgo

es inespecifico, estd presente entre el 55-100% de los casos. El grado de dilatacion se

relaciona con la gravedad y progresion de la enfermedad 7®.

-Neumatosis intestinal: Consiste en la presencia de aire intramural secundario al
metabolismo de las bacterias anaerobias. Su frecuencia es muy variable (19-98%)
Aungque en el contexto clinico apropiado permite confirmar el diagndstico de ECN, hay
otros procesos que pueden cursar con neumatosis como es la enterocolitis de la
enfermedad de Hirschprung, la estenosis hipertréfica de piloro, gastroenteritis graves y la
intolerancia a la leche y a los carbohidratos.

-Asas intestinales fijas: Es sugestivo de una isquemia intestinal segmentaria.

-Aire en el sistema portal: Ocurre en un 9-20% de los pacientes. Se asocia con un

peor prondstico pues en la mayoria de los casos es un signo de necrosis intestinal "
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-Neumoperitoneo: Es un signo de perforacion intestinal que esta presente hasta en
un 30% de los casos. Sin embargo, la perforacion puede estar cubierta y este signo
radioldgico puede no aparecer. Al contrario, el neumoperitoneo puede ocurrir sin
perforacion como consecuencia de un barotrauma en nifios recién nacidos sometidos a

ventilacion mecanica.

La ecografia puede ser util para identificar la presencia de asas intestinales fijas con aire
intramural, liquido libre en la cavidad peritoneal y aire en el sistema portal. Algunos
autores proponen ventajas de la ecografia sobre la radiografia simple, haciendo hincapié
en la visualizacion de la integridad de la pared intestinal y el diagnostico temprano de
ECN. Sin embargo, dado que es una técnica cuyo resultado es muy dependiente del
radidlogo que la realiza, su utilizacidon no es todavia frecuente en la practica clinica
habitual *.

2.1.4.5. Histopatologia:

En aquellos recién nacidos que precisen una reseccion intestinal, el estudio
histopatoldgico confirmard el diagnostico clinico. La ECN puede afectar a un segmento
intestinal aislado o a varios. El ileon terminal es la porcion implicada con mas frecuencia
seguido por el colon ascendente. En un 44% de los casos existe una afectacion simultanea
de intestino delgado y grueso. En un 20% de los pacientes, la necrosis afecta a mas del
75% del intestino y se manifiesta de forma fulminante. La perforacion intestinal, inica o

multiple, ha sido descrita en el 60% de los casos ®'.
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La observacion macroscopica muestra un intestino distendido con areas muy friables y
zonas deserosadas y en ocasiones recubiertas con exudados de fibrina. La serosa aparece
palida y, cuando la isquemia ha progresado hasta la necrosis, es de color negro. Con
frecuencia se aprecian colecciones subserosas de gas (neumatosis intestinal). La mucosa
aparece ulcerada en algunas dreas. Se han propuesto algunas clasificaciones para
estadificar la gravedad de las lesiones de acuerdo con los hallazgos macroscopicos, entre

las que destaca la clasificacion de Wallace *.

En el andlisis microscopico, la lesion inicial mas comun es la separacion del epitelio del
eje vascular de las vellosidades, seguida de la necrosis de la mucosa superficial, edema y
hemorragia en la submucosa. Las vellosidades aparecen denudadas y en fases avanzadas
desaparece la arquitectura tisular. En mas de la mitad de los casos la necrosis es focal al
igual que puede ocurrir con los hallazgos macroscépicos *. Con la aparicion de soluciones
de continuidad en la barrera mucosa se produce la translocacion de microorganismos
desde la luz intestinal. La presencia de bacterias que producen gas da lugar a la neumatosis
intestinal. Esta aparece inicialmente en la submucosa y posteriormente es también
identificada en la subserosa. A pesar de la presencia de estos microorganismos, la
inflamacidn sélo es prominente en fases mas tardias durante la curacion de las lesiones. La
aparicion de epitelio de regeneracion, granulacion y fibrosis son otros hallazgos en esta
fase posterior. Se han propuesto algunas clasificaciones para estadificar los hallazgos

. , . ., . ., . 84
microscopicos en funcion de su gravedad, entre las que destaca la clasificacion de Chiu *.
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2.1.5 Tratamiento médico e indicaciones de cirugia

A pesar de los avances producidos en los ultimos afios, no existe todavia ningun
tratamiento médico especifico de la ECN. En ausencia de necrosis y perforacion
intestinal, el tratamiento es conservador, basado fundamentalmente en reposo digestivo
absoluto, nutriciéon parenteral total y antibidticos. Es necesario un seguimiento clinico,
radiologico y analitico diario con el fin de detectar precozmente aquellos recién nacidos
que presentan una mala evolucion y precisaran tratamiento quirurgico. Las principales
indicaciones de cirugia son la presencia de neumoperitoneo y aire en el sistema portal y
un deterioro clinico acompaiiado de alteraciones analiticas como una acidosis metabolica

persistente, trombocitopenia o liquido peritoneal infectado.

El tratamiento quirurgico consiste en la reseccion de los segmentos necrdticos y
perforados conservando la maxima longitud intestinal posible. En casos seleccionados se
puede realizar una anastomosis primaria, pero en la mayoria de los pacientes es necesaria
la realizacién de ostomias terminales o derivativas. En pacientes con una extensa
afectacion intestinal puede estar indicada una yeyunostomia proximal seguida de una
revision posterior *. La morbilidad del tratamiento quirtrgico es elevada alcanzando el
40% en algunas series *” ***_ Entre las complicaciones intraabdominales mas frecuentes

se incluyen las dehiscencias anastométicas, los abscesos intraabdominales y las fistulas ®

89,90

Una alternativa a la laparotomia es la colocacidon de un drenaje peritoneal, especialmente
indicado en pacientes con abscesos o con una peritonitis localizada y también en

aquellos nifios de muy bajo peso con inestabilidad hemodinamica y alto riesgo
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C o, . 91 J ., . .
quirargico. Autores como Moss y cols. ~ defienden la utilizaciéon del drenaje peritoneal,
. . . 92 . .,
descrito por primera vez por Ein en 1977 “*. Lo proponen como primera opcion en
pacientes menores de 1500 grs., no encontrando diferencias significativas en el resultado

final al compararlo con la laparotomia.

Una de las secuelas mas comunes de la ECN es la estenosis intestinal, especialmente tras
el tratamiento conservador. El lugar afectado con mayor frecuencia es el &ngulo esplénico
del colon (70%), seguido por el ileon terminal (15%) *°. Pero sin ninguna duda, la secuela
mas grave es el sindrome de intestino corto como consecuencia de extensas resecciones
intestinales y que ocurre en aproximadamente el 10% de los casos °. Estos pacientes
dependeran de nutricién parenteral total durante un largo periodo de tiempo, lo que a su
vez puede ser causa de nuevas complicaciones y secuelas como la sepsis por catéter,
retraso del crecimiento, colestasis, cirrosis e insuficiencia hepatica. Algunos de éstos
pacientes requeriran transplante intestinal, y en algin caso se ha llegado a realizar un

doble trasplante hepatico e intestinal >.

2.1.6 Prevencidn
La prevencion de la enterocolitis necrotizante debe tener en cuenta todos aquellos
factores implicados en la patogénesis de la enfermedad. Estas medidas preventivas se

basan principalmente en la disminucién de la colonizacion y sobrecrecimiento bacteriano

y en el aumento de la capacidad defensiva del recién nacido.
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2.1.6.1. Profilaxis antibiética:

La administracion enteral de antibioticos de amplio espectro que no se absorben en el
tubo digestivo, especialmente aminoglucésidos, ha sido utilizada con frecuencia con el
objetivo de prevenir la ECN al disminuir la colonizacion bacteriana. En un meta-analisis
% que inclufa cinco estudios aleatorizados con un total de 456 recién nacidos, la
administracion profilactica de antibidticos por via enteral disminuyé de forma
estadisticamente significativa la incidencia de ECN, asi como la mortalidad relacionada
con la enfermedad > °°. Sin embargo, otros estudios controlados no han encontrado
diferencias en la evolucion clinica y en la mortalidad entre aquellos nifios que han
recibido antibi6ticos y los que no °*®. A pesar de los potenciales efectos beneficiosos de
la profilaxis antibiotica en la ECN, no es ampliamente aceptada por diferentes razones
entre las que destaca el incremento de las resistencias a los antibidticos en las unidades de

(42,99
neonatologia " .

2.1.6.2. Inmunoglobulinas:
Dado que los recién nacidos tienen niveles bajos de inmunoglobulinas, especialmente
IgA, algunos estudios clinicos y experimentales han sugerido que la administracion de
dichas inmunoglobulinas tiene un efecto protector en recién nacidos con factores de riesgo
que no reciben lactancia materna '*°. Sin embargo, estudios mas recientes no han

. . . . , .. 48
confirmado el efecto beneficioso de las inmunoglobulinas ni por via oral ni intravenosa ™

101, 102
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2.1.6.3. Glucocorticoides:

Se ha observado que el tratamiento prenatal con corticoides, utilizado para acelerar la
maduracion pulmonar, disminuye la incidencia de ECN. En este sentido, se ha sugerido
que los corticoides aceleran la maduracion de las células de la mucosa intestinal mediante
la glicosilacion de la superficie del epitelio, lo que dificultaria la adhesion bacteriana '**
1% Sin embargo, el tratamiento postnatal con corticoides en recién nacidos con riesgo de
desarrollar una ECN, no ha mostrado ningun efecto beneficioso. Tres meta-analisis han
demostrado que la administracion postnatal de esteroides no disminuye la incidencia de
ECN '% 17 ¢ incluso se asocia a un incremento de perforaciones intestinales,

106, 108

especialmente en combinacién con indometacina por lo que no es una medida de

prevencion que se utilice en la actualidad.

2.1.6.4. Control de Ila respuesta inflamatoria:
Estudios experimentales han demostrado el efecto protector de varios antagonistas del
receptor del PAF como el WEB 2086 y el SRI 63441 *. Aunque no han sido publicados
estudios clinicos sobre el uso de estos antagonistas en recién nacidos con ECN, la
administracion de antagonistas del PAF en adultos con sepsis por microorganismos gram

negativos redujo la mortalidad en un 50% comparada con controles '”.

Otra forma de modular la respuesta inflamatoria consiste en disminuir la produccién del
radical superoxido bloqueando la accidon del enzima xantina-oxidasa. La administracion
experimental de alopurinol, inhibidor de este enzima, disminuye las lesiones isquémicas

intestinales en un modelo de ECN inducido mediante la administracion de PAF '°.
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En algunos estudios experimentales se ha demostrado también un efecto beneficioso de la
administracion de nitroglicerina y L-arginina que aumentan la concentracion de 6xido

nitrico, el cual contribuye al mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal '

112

2.1.6.5. Alimentacién enteral:

Dado que la administracion precoz de alimentacion enteral ha sido implicada en la
etiopatogenia de la ECN, se ha intentado prevenir la enfermedad modificando el inicio, el
volumen y el tipo de alimentacién utilizada. Sin embargo, el retraso en la introduccion de

. ., .. .. . .11
la alimentacion enteral no disminuye la incidencia de enterocolitis '°.

2.1.6.6. Probiéticos - Bifidobacterias:

Una de las lineas mas prometedoras en la prevencion de la ECN es la utilizacion de
probidticos. Las especies mas estudiadas son Lactobacillus, Bifidobacterium y
Strptococcus "' ' Las bifidobacterias son microorganismos gram positivos anaerobios
que colonizan el tubo digestivo de los recién nacidos. Estas bacterias son los
microorganismos predominantes en aquellos recién nacidos que reciben lactancia
materna, y mucho menos prevalentes en prematuros que reciben leche artificial y que
presentan un mayor riesgo de ECN. Junto con los lactobacilos, las bifidobacterias han
demostrado tener un efecto beneficioso en la prevencion y tratamiento de gastroenteritis y
otras enfermedades gastrointestinales ''® ''7. Se ha atribuido su efecto beneficioso en
neonatos a su capacidad para disminuir el pH intraluminal y, por lo tanto, inhibir el

crecimiento de otros organismos mas patogénicos como Escherichia Coli.
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o o . . 116, 118
Los probidticos reducen la incidencia de ECN severa en modelos animales ’

también en algunos ensayos clinicos aleatorizados ' ''* ",

2.1.6.7. Péptidos trefoil:

La familia de los péptidos trefoil esta constituida por tres proteinas de pequefio tamafio
denominadas TFF1, TFF2 y TFF3 y que han sido descubiertas en los ultimos afios y estan
ampliamente distribuidas en el tubo digestivo donde desempefian una funcion reparadora
del epitelio intestinal. En condiciones normales, los péptidos trefoil son secretados de
forma especifica en distintos segmentos del tubo digestivo. Asi, el péptido TFF1 es
secretado por el estomago y duodeno y los péptidos TFF2 y TFF3 son secretados por el
intestino delgado y colon. Estos péptidos comparten una estructura terciaria, unica 'y
caracteristica, con 3 asas dentro de la cadena de amino-acidos que asemejan las hojas de

un trébol.

Nuestro grupo ha demostrado previamente que los péptidos trefoil tienen un efecto
protector y aceleran la curacion de las lesiones en un modelo de enterocolitis necrotizante
120 En dicho estudio, se utilizé un modelo de isquemia reperfusion (clampaje de los vasos
mesentéricos superiores durante 60 minutos) en ratas de 18 dias de vida y se administro el
péptidos trefoil TFF3, en sus formas monomérica y dimerica, tanto por via subcutanea
como enteral. Se valor6 tanto el efecto preventivo como terapéutico de éstas proteinas,
llegando a la conclusidon de que ambas formas previenen el desarrollo y promueven la
curacion de las lesiones por isquemia-reperfusion intestinal. No encontramos diferencias
entre las dos vias de administracion. En la actualidad nuestro grupo esta investigando los

mecanismos que median el efecto de los péptidos trefoil en este modelo experimental.
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2.1.7. Modelos animales de ECN

La investigacion de los mecanismos implicados en la patogénesis de la ECN asi como de
la eficacia de las diferentes formas de profilaxis y tratamiento ha transcurrido de forma
paralela al desarrollo de diferentes modelos experimentales de la enfermedad. Estos
modelos reproducen algunos de los factores etiopatogénicos que pueden estar implicados
en el desarrollo de esta enfermedad entre los que destaca la lesion isquémica de la

mucosa intestinal presente en la mayoria de ellos.

El modelo animal ideal de ECN seria aquel que es facilmente reproducible, causa
lesiones histoldgicas similares a las de la enfermedad en humanos y aparece con mayor
frecuencia en animales de pocos dias de vida. La lesion mas frecuente debe ser la
necrosis de la mucosa con afectacion principal del ileon y colon. Aunque la mayoria de
los modelos presentan alguna desventaja, su utilizacion permite estudiar los distintos

factores etiopatogénicos asi como nuevas formas de prevencion y tratamiento.

2.1.7.1. Modelo de isquemia-reperfusion:

En uno de los primeros modelos experimentales se utilizo cerdos recién nacidos a los que
se les provoco una hipoperfusion intestinal mediante asfixia. De esta forma, se consiguio
inducir una ECN con sus caracteristicas histolégicas ** . La gravedad de las lesiones
aumenta cuando la hipoxia es combinada con otros factores como el frio o la

hipercoagulabilidad causada tras esplenectomia 2! '*%.
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Otro de los modelos de isquemia-reperfusion mas empleados se basa en la oclusion
temporal de la vascularizacion mesentérica. En un estudio con cerdos recién nacidos de
bajo peso (700-1200 gramos), las arcadas mesentéricas correspondientes al ileon distal
fueron clampadas durante 48 horas®. Las lesiones histoldgicas variaron desde minimas
erosiones mucosas hasta ulceraciones y necrosis transmural con perforacion y peritonitis.
El mismo tiempo de oclusion vascular en cerdos de mas de 1500 gramos produjo lesiones
similares pero menos graves mientras que en cerdos de 3 meses de edad (35 Kg) no se
produjeron lesiones destacables, lo que demuestra que en este modelo las lesiones son
mas frecuentes y mas graves en animales recién nacidos y de bajo peso, al igual que
ocurre en la ECN. El tiempo de isquemia necesario para producir cambios de
enterocolitis es mucho menor en otras especies animales. En ratones, la oclusion de la
arteria mesentérica superior durante 20 minutos produce lesiones isquémicas intestinales
en el 50% de los animales a las 48 horas. En un estudio con ratas recién destetadas (90
gramos), la oclusion mesentérica durante sélo 1 minuto causé una mortalidad del 63%,

necrosis en el 46% y perforacion en el 17% de los animales en una semana ®’

2.1.7.2 Modelos basados en la administracion de nutrientes enterales

La administracion intraluminal de caseina acidificada de bovino es otro de los modelos
experimentales mas empleados. Estd basado en el analisis del contenido intestinal en
nifios con enterocolitis, en el que destacaba un pH intraluminal < 5.0, un contenido en
proteinas > 5 gr/dl y bacterias capaces de fermentar los hidratos de carbono en éacidos
organicos . La administracién de caseina acidificada en conejos causa una lesién en la

mucosa intestinal caracterizada por denudacién de las vellosidades, dilatacion de los
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vasos linfaticos y edema. En este modelo mas del 30% de los animales presentan una
necrosis hemorragica a las 16 horas y la mortalidad es del 40% '*°.

En otro estudio realizado en cerdos lactantes se combiné la administracion intraluminal
de caseina acidificada con la creacién de varias asas intestinales cerradas ®. De esta
forma se combinaban dos de los factores implicados en la patogénesis de la enfermedad:
la inyeccion intraluminal de una sustancia que imita el contenido intestinal de los recién
nacidos con ECN y la dismotilidad intestinal asociada a la inmadurez mediante la
creacion de asas cerradas. El examen microscopico demostro areas de necrosis, infiltrado
inflamatorio y distension de los vasos linfaticos. Mientras que en los animales de 2
semanas de vida la lesion se limitaba a la mucosa, en animales de menos de tres dias de
vida la lesion era transmural. La principal ventaja de este modelo es que es facilmente
reproducible. Sin embargo, se ha cuestionado si los constituyentes del contenido
intestinal en recién nacidos con enterocolitis, fundamento de este modelo, son
secundarios a la necrosis y no su causa. Por otro lado, en este modelo no aparece la

neumatosis intestinal, aunque ésto puede ser debido a su caracter agudo .

2.1.7.3 Modelo basado en la asministracion de mediadores de la inflamacion:
La inyeccion intravascular del PAF en ratas adultas produce una necrosis intestinal
similar a la ECN "', Ademas, la administracién de endotoxina bacteriana produce un
aumento en la concentracion intestinal de PAF y da lugar a los mismos hallazgos
histologicos. Por otro lado, la administracidon enteral y parenteral de los antagonistas del
PAF previene la aparicién de estas lesiones "*. Este modelo ha sido utilizado Gnicamente

en animales adultos. La principal desventaja es que las lesiones en el colon son muy poco
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frecuentes. La administracion de TNF-o también produce una necrosis intestinal seguida

de shock séptico en la que el PAF actia como un mediador secundario .

2.1.7.4 Combinacién de modelos:
En un estudio con ratas recién nacidas, se combind la exposicion a varios insultos diarios
de hipoxia y frio con la alimentacién con leche artificial y la administracion de Klebsiella
por via oral. Todos los animales presentaron distension abdominal, enterorragias, letargia
y cianosis. El intestino aparecia dilatado, hemorragico y en algunos casos perforado. La
lactancia materna, al igual que en otros modelos, prevenia la aparicion de estas lesiones
%73 La ventaja de este modelo es la similitud con los hallazgos histolégicos de la ECN
en humanos, incluida la neumatosis intestinal. La principal desventaja es que las ratas
recién nacidas requieren unos cuidados especiales y la mortalidad es muy elevada, por lo
que no es facilmente reproducible. Otro modelo consiste en la combinacion de 60
minutos de isquemia mesentérica, en cerdos de pocos dias de vida, con la perfusion
intraluminal de leche artificial con un elevado contenido en grasas. La utilizacion de

leche artificial sin grasas produce lesiones histolégicas mucho menos importantes .
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2.2 ERITROPOYETINA

2.2.1. Efectos bioldgicos e indicaciones terapéuticas

La eritropoyetina (Epo), glicoproteina con un peso molecular de 30,4 kDa, es la principal
hormona que induce la formacion de los eritrocitos previniendo la muerte por apoptosis de
los precursores eritroides y estimulando su proliferacion y diferenciacién (Figura 4) ',
Estas acciones se traducen clinicamente en un aumento de los valores de hemoglobina. El
principal estimulo para la sintesis de Epo es la hipoxia tisular y su principal fuente de

producciéon en adultos es el rifién (Figura 5). En menor cantidad es sintetizada por el

higado aunque este 6rgano es el principal productor de Epo durante el desarrollo fetal.

Figura 4. Foto molecular de Eritropoyetina.
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Los efectos bioldgicos de la Epo sobre las células hematopoyéticas estdn mediados por la
unién a un receptor (Epo-R) en la superficie celular que pone en marcha la sefial
intracelular Janus kinase (JAK) y la cascada del activador de la transcripcion (STAT) que
regula la proliferacién celular y la diferenciacion '*> . Ademas de la hipoxia, hay otros
factores que modulan la produccidon de Epo, como la hipoglicemia, el aumento de calcio

intracelular, la liberacion de insulina, el estrogeno y varias citoquinas.

Los valores inapropiadamente bajos de Epo encontrados en personas con insuficiencia
renal cronica constituyeron un incentivo determinante en la obtencion de una fuente
exogena de Epo '*’. Actualmente estd aceptada y ampliamente extendida la administracion
de Epo recombinante humana en pacientes con anemia secundaria a insuficiencia renal
cronica con el objetivo de mantener los niveles de hemoglobina por encima de 11g/dl.
Tres formas de Epo recombinante humana han sido aprobadas para esta indicacion:
epoetin alfa, epoetin beta y darbepoetin alfa, esta ultima con un indice de aclaracion mas
lento y, por tanto, con una vida media més larga '*. Posteriormente se han aceptado otras
indicaciones como el tratamiento de la anemia inducida por quimioterapia en pacientes
con cancer y, de forma preventiva, en pacientes seleccionados que van a ser intervenidos

. STIR )
de cirugia mayor ortopédica '**.
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Hipoxia

Eritrocitos EPO

Médula osea

Figura 5. El feed-back de la Epo.

Ademas de las indicaciones aceptadas por la Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios, algunos estudios han demostrado la eficacia del tratamiento con Epo
de la anemia asociada a otras patologias '*°. En este sentido, varios estudios aleatorizados
130132 han demostrado también que la administracion de Epo recombinante humana, a una
dosis variable entre 300 y 600 U/Kg por semana, es eficaz como tratamiento de la anemia
del recién nacido prematuro disminuyendo de esta forma las necesidades transfusionales.
Los recién nacidos prematuros presentan niveles plasmaticos bajos de Epo, lo que
justificaria desde un punto de vista fisiopatologico la utilizacion de esta hormona para
prevenir o tratar la anemia. Sin embargo, la utilizaciéon de Epo en esta indicacion es
todavia controvertida. En una reciente revision sistematica de la Cochrane '* en la que se

incluyeron 23 estudios con un total de 2074 recién nacidos prematuros se observo que la
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administraciéon precoz de Epo, antes del dia 8 después del nacimiento, redujo el riesgo de
recibir una transfusion sanguinea aunque el beneficio clinico fue limitado. Por el contrario,
se observd un aumento del riesgo de retinopatia del prematuro. Por todo ello, los autores
concluyeron que su administracion no puede ser recomendada de forma rutinaria en recién
nacidos prematuros. La misma conclusion se alcanzé cuando se analizaron aquellos
estudios en los que la Epo habia sido administrada de forma tardia, después del dia 8 tras

el nacimiento **.

Es interesante sefialar que si bien en todos estos estudios la Epo se administrd por via
subcutdnea, tal y como estd aceptado en la ficha técnica del producto, Ballin et al. '*°
demostraron en un estudio aleatorizado preliminar con sélo 12,recién nacidos de menos de
34 semanas y con un peso inferior a los 1800 gramos, que la administracion enteral de Epo

estimula también la eritropoyesis.

2.2.2. La eritropoyetina en el desarrollo fetal: su

importancia como factor tréfico del intestino

El higado es la principal fuente de Epo durante el desarrollo fetal aunque no la tnica '*°.
En un estudio realizado con fetos de 5 a 24 semanas tras la concepcidn se investigo,
mediante técnicas de RT-PCR e inmunohistoquimica, la presencia de Epo y Epo-R en
diferentes organos. Los autores encontraron una intensa inmunorreactividad en el higado
en todas las edades gestacionales, pero también en el rifidén, cerebro, retina, glandulas

suprarrenales e intestino delgado, especialmente a partir del segundo trimestre. .
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Se ha demostrado también que la placenta sintetiza Epo en la vida fetal **. La amplia
distribucién de Epo y Epo-R en diferentes tejidos durante el desarrollo embrionario
sugiere que esta hormona actiia en concierto con otros factores de crecimiento y/o como
factor de diferenciacion durante este periodo. Se ha demostrado ademas que Epo-R se
expresa antes que Epo durante el desarrollo embrionario para preparar a las células para

responder al estimulo del la Epo '*°.

La leche materna es rica en hormonas y péptidos como insulin-like growth factor,
epidermal growth factor, transforming growth factor-alpha y diferentes interleuquinas.
Dado que el tubo digestivo neonatal presenta una menor actividad proteolitica y es mas
permeable a las proteinas, muchos de estos péptidos y hormonas se absorben intactos y
desempefian un papel importante en el desarrollo del recién nacido '*°. Se ha demostrado
que la leche materna contiene cantidades considerables de Epo, en una concentracion
ligeramente inferior a la del suero ° y que la Epo se absorbe en diferentes segmentos del
tubo digestivo. Estas observaciones sugieren que la Epo contenida en la leche materna
interviene en el desarrollo y en la funcion del intestino neonatal. En este sentido, se ha
demostrado la presencia de receptores funcionantes de Epo en las microvellosidades de los
enterocitos y en el endotelio vascular de la mucosa del intestino delgado tanto fetal como
postnatal 10 Ademas, la Epo recombinante estimula in vitro la migracion de la linea de
enterocitos de rata IEC-6 y disminuye la apoptosis inducida por la exposicidn a citoquinas
12141 Jyul et al. ' han demostrado también que la Epo estimula el crecimiento del

intestino delgado aumentando su longitud, la altura de las vellosidades y la superficie de

las mismas.
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2.2.3. Eritropoyetina y angiogénesis

Los resultados de varios estudios recientes sugieren que la Epo estdn no sélo estimula la
proliferacion celular e inhibe la apoptosis sino que también estimula la angiogénesis '**'*.
La angiogénesis es un fenomeno bioldgico que se caracteriza por la formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes, a diferencia de la vasculogénesis que
consiste en la formacidén de vasos a partir de precursores de células endoteliales. Se han
propuesto 2 formas distintas de angiogénesis: a) sprouting (formacion de brotes), y b) non
sprouting o intususcepcion (por insercion de tejido intersticial entre la luz del vaso
preexistente) '** (Figuras 6 y 7.) Ademas de estos dos mecanismos, la angiogénesis puede
estar también sustentada por la movilizacidon e incorporacion funcional de los precursores

de las células hematopoyéticas, que se trasladarian desde la médula osea para integrarse en

los nuevos vasos formados .

55



Introduccion

A. Vasculogénesis

B. Angiogénesis

QY

vy

C. Vasculogénesis mas angiogénesis

Figura 6. Mecanismos de angiogénesis y vasculogénesis, sprouting o tipo a .

. . . ) . . . . er . 1
Figura 7. Mecanismo de angiogénesis mediante invaginacion vascular o tipo b. '
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En la angiogénesis participan diferentes tipos celulares asi como componentes solubles y
factores de la matriz extracelular y que, a excepcion de determinados procesos fisiologicos
como el desarrollo embrionario, la curacion de las heridas y el ciclo menstrual, se
encuentran en un estado quiescente. Este estado es el resultado del equilibrio entre factores
inductores e inhibidores. Estos factores pueden ser circulantes o actuar localmente como
factores paracrinos. El cambio en el equilibrio entre inductores e inhibidores pueden
activar el denominado “angiogenic switch" o interruptor angiogénico (Figura &)
estimulando la formacion de nuevos vasos '*. La activacion de la angiogénesis puede
estar influida por factores ambientales como la hipoxia, la acidosis y la inflamacién. Uno
de los factores mas potentes capaces de inducir la angiogénesis es el factor de crecimiento

del endotelio vascular (VEGF).
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Interruptor o Switch angiogénico

- On
-« Off
Activators @ Inhibitors
aFGF Thrombospondin-1
bFGF 16 kD Prolactin
VEGF Interferon aff8
. Platelet factor-4
Angiostatin

Figura 8. Hipdtesis del denominado interruptor angiogénico. cambios en el balance de inductores e
inhibidores activa o desactiva “switch”, es decir, la angiogénesis. Por dicha razon el aumento del VEGF,

activaria el interruptor, con formacion de nuevos vasos.

El VEGF es la molécula mejor caracterizada y mas importante del proceso angiogénico.
Es producida por diferentes tipos celulares entre los que destacan las plaquetas, los
leucocitos y las propias células endoteliales °* '°'. Hasta ahora se han descrito varias
glicoproteinas que conforman la familia de VEGF: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, y VEGF-E "2, El VEGF-A corresponde al que cominmente denominamos VEGF y
fue el que se describié en primer lugar '>. Se han descrito 6 isoformas del VEGF-A
(VEGF 21, VEGF4s, VEGF 65, VEGF 33, VEGFi39 y VEGF20) que difieren en sus
propiedades y funciones.

VEGF,; es secretado en forma libre, mientras que las isoformas mayores (VEGF;g9 y

VEGF,05) estan secuestradas en la matriz extracelular y requieren la accion de las
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proteasas para su activacion. VEGF¢s existe tanto en la forma soluble como en la forma
unida a la matriz extracelular. Esta isoforma es la predominante y estd comunmente
sobreexpresada por diferentes tipos de tumores humanos solidos.

Asimismo, se conocen tres receptores del VEGF: VEGF-R1 (Flt-1), VEGF-R2 (KDR/Flk-
1) y VEGF-R3 (KDR/FIt-1). La union del VEGF con sus receptores, de tipo
tirosinquinasa, activa diversas vias de sefial que intervienen en diferentes pasos en la
angiogénesis. Mediante la activacion de los receptores en las células endoteliales, VEGF
media multiples funciones. En primer lugar, VEGF tiene la capacidad de estimular la
permeabilidad vascular a las macromoléculas circulantes, por lo que inicialmente fue
denominado factor de permeabilidad vascular. De hecho, el VEGF es uno de los
inductores de permeabilidad vascular mas potente conocido, con una capacidad, hasta
50.000 veces superior a la histamina °* '**. Otro de los efectos del VEGF es la activacién
de las células endoteliales que incluye cambios en su morfologia, alteraciones del
citoesqueleto y estimulo de la proliferacion y migracion.

Son muchas las evidencias que demuestran que la Epo desempefia un importante papel en
la regulacion de la angiogénesis. En primer lugar, se ha sugerido que las células
hematopoyéticas y las células endoteliales comparten un progenitor comun '>*. Esta
hipdtesis se basa en la observacién de que ratones deficientes en VEGF-R2 presentan
defectos tanto en las células hematopoyéticas como endoteliales '>°. Ademas, ambas lineas
celulares expresan antigenos como CD31 y CD34 "° Dado que las lineas celulares
hematopoyéticas y de células endoteliales comparten progenitores comunes, es razonable
esperar que las citoquinas y factores de crecimiento asociados con la hematopoyesis

puedan tener también un papel en la angiogénesis *. En este sentido, se ha demostrado en
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estudios in vitro que la Epo estimula la proliferacion y migracion de células endoteliales
157 158

Ribatti et al. observaron que las células endoteliales humanas de la linea EA.hy926
expresan Epo-R y responden a la Epo diferenciandose en estructuras vasculares en una

matriz de Matrigel '

. La capacidad de la Epo de estimular la angiogénesis ha sido
demostrada también en modelos in vivo, como el ensayo de la membrana corioalantoidea
del embrién de pollo ' o en el endometrio de ratones ovariectomizados. '*’. Kertesz et al.
181 observaron que embriones de raton transgénicos en los que se habia producido una

delecion de los genes Epo y Epo-R presentaban una angiogénesis defectuosa mientras que

la vasculogénesis permanecia relativamente normal.

El efecto angiogénico de la Epo esta mediado, al menos en parte, por el VEGF y otros
factores angiogénicos como la angiopoietina-1 '*> 1% 11719 'S¢ ha observado un aumento
en la expresion de VEGF en modelos in vitro y en in vivo en los que se ha administrado
Epo. Sin embargo la observacion de que las células endoteliales expresan Epo-R sugiere
que también existe un efecto directo de Epo sobre las mismas y su potencial angiogénico

es comparable al del VEGF 7%,
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2.2.4. Eritropoyetinay ECN

Se ha propuesto que la Epo no solo desempefia un papel relevante como factor tréfico en
el desarrollo del intestino durante el periodo neonatal, tal y como hemos mencionado
anteriormente, sino que también puede tener un efecto preventivo de las lesiones
intestinales asociadas a patologias como la gastrosquisis '® y, en particular, las lesiones
que se producen en la ECN '* 9718 Ep este sentido, hay que destacar especialmente el
trabajo de Ledbetter y Juul '*. En base a estudios previos realizados por dicho grupo sobre
el efecto de la Epo en el intestino inmaduro, la hipdtesis de los autores proponia que la
Epo recombinante administrada a los recién nacidos prematuros para prevenir o tratar la
anemia tendria un efecto protector sobre el desarrollo de ECN. Para ello, realizaron un
estudio retrospectivo de cohortes en el que la informacidn se obtuvo a partir de una base
de datos mantenida de forma prospectiva. Los autores incluyeron a recién nacidos
prematuros con un peso > 500 y < 1250 gramos. Los recién nacidos que habian recibido
Epo en cualquier momento antes del desarrollo de la ECN, en caso de que ésta ocurriera,
fueron asignados al grupo rEpo. Aquellos que nunca recibieron Epo recombinante o la
recibieron tras el diagndstico de ECN fueron asignados al grupo control. El tratamiento
con Epo se administrd en algunos casos por via intravenosa y en otros por via subcutdnea
a una dosis entre 200 y 400 U/Kg/dia, tres veces por semana durante dos semanas.

La variable principal del estudio fue el diagnostico de ECN en estadio II o III de acuerdo
con la clasificacion de Bell. De un total de 483 recién nacidos incluidos en el analisis, 260
(54%) recibieron Epo y 223 (46%) fueron controles. Los dos grupos fueron similares en
las caracteristicas basales. El hallazgo mds importante fue una menor incidencia de ECN,
12 de 260 (4.6%), en el grupo que recibidé Epo en comparacion con 24 de 223 (10.8%)

recién nacidos que no recibieron Epo (p=0.028).
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La gravedad de la ECN, de acuerdo con la clasificacion de Bell, fue similar en los dos
grupos. A pesar de las limitaciones metodologicas de un estudio retrospectivo no
controlado, los hallazgos de este trabajo han servido de base para posteriores
investigaciones sobre el papel potencial de la Epo en la prevencion de la ECN.

Por un lado, se ha investigado el efecto de la Epo en dos estudios experimentales de ECN
en los que se ha empleado el modelo de hipoxia-reoxigenacion, aunque los resultados han
sido contradictorios '°” ', Por otra parte, numerosos estudios han demostrado un efecto
protector de la Epo sobre las lesiones por isquemia-reperfusion en diferentes organos
incluido el intestino, aunque en todos ellos se ha empleado ratas adultas. Hasta ahora no se
ha investigado el efecto de la Epo sobre la lesion por isquemia-reperfusion en ratas recién
nacidas. En todos estos trabajos se han propuesto diferentes mecanismos de accion que
expliquen el efecto de la Epo, entre los que destacan la inhibicion de la formacion del

oxido nitrico, la reduccion del estress oxidativo o la inhibicion de la apoptosis.

Analizados los estudios mencionados anteriormente, el efecto beneficioso de la Epo sobre
la ECN es todavia controvertido. Después del estudio de Ledbetter y Juul '2, no se ha
realizado ningln otro estudio clinico aleatorizado con el objetivo de investigar si la Epo
previene la ECN en recién nacidos prematuros y/o de bajo peso. Aunque en las revisiones
sistematicas realizadas por la Cochrane Library sobre la administracion de Epo para

prevenir la anemia del prematuro % '®

no se observd una reduccion significativa de la
incidencia de ECN asociada a dicho tratamiento, hay que sefialar que ninguno de los
estudios incluidos se habia disefiado con ese objetivo. Por todo ello creemos que, a la

espera de la realizacion de un ensayo clinico controlado, es necesario seguir investigando

en modelos experimentales el efecto de la Epo en la ECN y sus mecanismos de accion.

62



Hipotesis

3. HIPOTESIS
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3.1. HIPOTESIS PRINCIPAL:

— La hipotesis principal del presente proyecto de investigacion propone que la
administracidn profilactica de Epo tiene un efecto protector sobre las lesiones

intestinales producidas en un modelo experimental de ECN.

3.2. HIPOTESIS SECUNDARIA:

— El efecto protector de la Epo en el modelo de ECN esta mediado, al menos en parte,

por un aumento de la expresion de VEGF.
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4.1. OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el efecto de la administracion profilactica de Epo sobre las lesiones

intestinales por isquemia-reperfusion en un modelo experimental de ECN en ratas.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Reproducir las alteraciones morfoélogicas de la ECN mediante un modelo de
isquemia-reperfusion en ratas neonatales.

Realizar un analisis morfométrico del efecto preventivo de la Epo en comparacion
con placebo en dicho modelo de ECN.

Comparar los niveles de VEGF en suero tras la lesion intestinal por isquemia-
reperfusion entre los animales tratados con Epo y los tratados con placebo.
Comparar el grado de expresion de VEGF en la pared intestinal entre los animales

tratados con Epo y los tratados con placebo.
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5.1 Animales

Se han utilizado ratas de la cepa Sprague-Dawley recién destetadas que fueron criadas en

el Laboratorio de Harlan Interfauna (Ibérica, S.A.) de Barcelona (Figura 9).

Figura 9. Camada de animales recién nacidos utilizados en el estudio.
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Se colocaron en jaula y se mantuvieron en condiciones ambientales estables (20°C,
humedad relativa 55%) en el estabulario del Hospital Sant Joan de Déu, de la Universidad
de Barcelona. Durante 12 horas al dia los animales estaban en un ambiente con luz
artificial, que era apagada durante las otras 12 horas. Las ratas fueron alimentadas durante
una semana con pellet de dieta (Beekay Feeds, Rodent Diet, B&K Universal, Humberside,
England) y recibieron agua ad libitum. En el momento de iniciarse el estudio las ratas

tenian 15 dias de vida (Figura 10).

Figura 10. Dos ejemplares de 15 dias de vida.
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5.2 Modelo de ECN

. . ., J . 120
Aunque el modelo de isquemia-reperfusion utilizado previamente por nuestro grupo

reproducia alteraciones morfoldgicas similares a las de la ECN en recién nacidos
prematuros, decidimos introducir animales de menos dias de vida y un peso inferior (15
dias de vida y un peso aproximado de 30 gramos en lugar de 18-20 dias de vida y 40-45
gramos utilizados anteriormente) con el fin de que el intestino fuera mas inmaduro. De esta
forma pretendiamos cumplir el primer objetivo del presente estudio. Los animales (grupo
ECN, n=13) fueron anestesiados con isofluorano inhalado. Se colocd cada animal en
decubito supino con fijacion de las cuatro extremidades y se realizd una laparotomia media
supra-infraumbilical. El intestino delgado fue exteriorizado y desplazado hacia la izquierda.
Tras identificar los vasos mesentéricos superiores se realizd el clampaje de los mismos
durante 45 minutos en su segmento mas proximal. La oclusion vascular fue confirmada por
la pérdida de pulsacion en el mesenterio (Figura 11).

Durante este tiempo el intestino fue reintroducido en la cavidad abdominal y fue irrigado de
forma periddica con suero fisioldgico. Tras los 45 minutos de isquemia, se retird el clamp
vascular y se comprobd que la reperfusion era efectiva. Se procedio al cierre de la cavidad
abdominal en un s6lo plano con monofilamento 5/0.

Tres horas después del inicio de la reperfusion se realizéd una nueva laparotomia para la
obtencidon de muestras tras la cual los animales fueron sacrificados mediante la inhalacién
de una sobredosis de isofluorano. Este modelo fue aprobado por el Comité Etico de

Experimentacion Animal de la Universidad de Barcelona.
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Figura 11. Clampaje de los vasos mesentéricos superiores.

5.3. Eritropoyetina

La hormona eritropoyética que se ha utilizado en este estudio es producida mediante
técnicas de DNA recombinante y comercializada. Hemos utilizado Epo recombinante
humana (rhEpo; R&D Systems) y de rata (rrEpo; R&D Systems) a dosis de 500 UI/Kg.
Esta dosis es la recomendada en la ficha técnica para que la hormona tenga efecto sobre la

eritropoyesis y, por lo tanto, utilizada con frecuencia en la practica clinica habitual.
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También se ha utilizado esta dosis en varios estudios experimentales en modelos de
isquemia-reperfusion en otros érganos ' '"'. Se administré la hormona en 0,5 ml de PBS

(Phosphate Buffered Saline) de acuerdo con las recomendaciones del laboratorio.

5.4. Diseno experimental

Una vez conseguimos reproducir el modelo tras las modificaciones practicadas y
mencionadas anteriormente, procedimos a realizar el estudio experimental propiamente

dicho para cumplir con el resto de los objetivos. Para ello, empleamos el siguiente disefio:

Grupo Sham (n=10). Se realiz6 una laparotomia media y se mantuvo el abdomen abierto
durante 45 minutos pero no se clamparon los vasos mesentéricos y por lo tanto no se realizo
isquemia-reperfusion. No se administrdé ningin tratamiento. Todas las ratas fueron
sacrificadas tres horas después del inicio de la reperfusion. Este grupo sirviéo como control

del grupo ECN.

Grupo ECN (n=13). Se realizd isquemia-reperfusiéon tal y como se ha descrito
previamente en el modelo experimental. Se administrd 0,5 ml de PBS,vehiculo utilizado en
los grupos de tratamiento, por via subcutanea, durante los 6 dias previos a la oclusion
vascular. Todas las ratas fueron sacrificadas tres horas después del inicio de la reperfusion.

Este grupo sirvié como control de los dos grupos de tratamiento con Epo.
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Grupo rhEpo (n=10). Se realiz6 isquemia-reperfusion tal y como se ha descrito en el
modelo experimental. Las ratas recibieron 1 dosis diaria de EPO recombinante humana
(500 UI/Kg en 0,5 ml de PBS) por via subcutanea durante los 6 dias previos a la oclusion

vascular. Todas las ratas fueron sacrificadas tres horas después del inicio de la reperfusion.

Grupo rrEpo (n=10). Se realiz6 isquemia-reperfusion tal y como se ha descrito en el
modelo experimental. Las ratas recibieron 1 dosis diaria de EPO recombinante de rata
(500 UI/Kg en 0,5 ml de PBS) por via subcutdnea durante los 6 dias previos a la oclusion

vascular. Todas las ratas fueron sacrificadas tres horas después del inicio de la reperfusion.

5.5. Estudio microscépico

En el momento del sacrificio se obtuvieron muestras del ileon distal y colon derecho de
cada animal. Estas muestras fueron abiertas longitudinalmente, lavadas en PBS y fijadas en
formol al 10% durante 24 horas. Todas las muestras fueron incluidas en parafina tras una
deshidratacion previa con concentraciones crecientes de alcohol y aclarado en tolueno. De
cada bloque de parafina se practicaron varias secciones sucesivas de 4 um de grosor que

fueron tefiidas con hematoxilina-eosina.

El estudio con microscopia Optica se inicid con la aplicacion del sistema de lesion
microscopica descrito por Chiu (Tabla 3). Estudios previos en los que se ha utilizado este
mismo modelo animal han demostrado que este sistema de puntuacion es un buen indicador

L, . , . 84
de lesion isquémica .
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Grado Descripcion

0 Vellosidades de caracteristicas normales

1 Espacio subepitelial de Gruenhagen; congestion capilar

2 Separacién moderada entre el epitelio y la lamina propia.

3 Separacién masiva del epitelio que se extiende hacia la base de la
vellosidad; algunas vellosidades aparecen denudadas.

4 Denudacion de multiples vellosidades con exposicion de la lamina propia
y de los capilares dilatados.

5 Digestion y desintegracion de la lamina propia; hemorragia y ulceracion.

Tabla 3. Clasificacion de Chiu

El estudio microscopico continu6 con el andlisis morfométrico de las muestras que permite

una valoracion cuantitativa de las lesiones de la mucosa intestinal.

Las imagenes fueron visualizadas mediante un microscopio Olympus (Japan) BX 41, con

lente WH10X/22, conectado a una videocamara en color (sistema de video Microlmage

modelo 1H), y a un monitor Sony Trinitron (modelo PVM-1343MD) y posteriormente

capturadas en un ordenador, donde se realiz6 el analisis de las mismas.

79



Material y Métodos

Los parametros estudiados fueron los siguientes:

Altura media de las vellosidades (AMV): La altura de la vellosidad fue

calculada dibujando una linea desde el vértice de la misma hasta su base. Esta medicion fue

repetida en al menos el 80% de las vellosidades de cada seccion y se calcul6 la media

(Figura 12).
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Figura 12. Cadlculo de la altura media de las vellosidades (AMV)

Grosor medio de las vellosidades (GMV): El grosor de una vellosidad fue

calculado midiendo la anchura de la vellosidad en 4 puntos. Esto fue repetido en al menos

el 80% de las vellosidades en cada corte y se calculd la media (Figura 13).
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Figura 13. Cdlculo del grosor medio de las vellosidades (GMYV)

indice de Superficie (IS): La longitud de superficie fue calculada dibujando de

forma manual una linea a lo largo del borde externo de las vellosidades. El indice de
superficie fue entonces calculado dividiendo esta medicion entre la distancia sobre la que la

longitud de superficie habia sido calculada ( Figura 14).
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Figura 14. [Indice de superficie (1S).

Dado que no hay vellosidades en el colon, la lesion mucosa en el intestino grueso fue
evaluada tnicamente con el IS y con el sistema de puntuacién de Chiu.

Antes de cada medicidn se realizé una calibracion utilizando una imagen capturada de una
regla milimétrica. Todas las mediciones fueron realizadas con una magnificacén X100.

La AMV y la GMV fueron medidas en micras.
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5.6. Obtencion de muestras de sangre. Test de ELISA

Se obtuvo una muestra de 0,5 ml de sangre venosa por puncion cardiaca bajo anestesia
inmediatamente antes del sacrificio. La sangre fue centrifugada a 4° C, 3000 RPM durante
10 minutos y el suero recogido fue congelado a -80° C para su posterior analisis. Se
determinaron los valores de VEGF mediante la técnica de ELISA con el kif Quantikine rat
VEGF (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) segtin protocolo de preparacion.

Este proceso emplea la técnica cuantitativa del inmunoensayo enzimatico en sandwich, en
el que se ha fijado previamente en el fondo de un pocillo un anticuerpo monoclonal
especifico para el VEGF. La curva de estandares y las muestras son pipeteadas dentro de
los pocillos y el VEGF presente en los mismos se fija e inmoviliza por el anticuerpo. Tras
el lavado exhaustivo se eliminan las sustancias sobrenadantes y se afiade un anticuerpo
policlonal especifico que va unido a una enzima con un colorante. Posteriormente a un
nuevo lavado para eliminar el exceso de anticuerpo no unido se afiade la solucion sustrato a
los pocillos y se obtiene una cantidad de color proporcional a la cantidad de VEGF que se

ha fijado en el paso inicial. Lo que finalmente se mide es la intensidad del color.

5.7. Estudio Inmunohistoquimico

La expresion de VEGF en la pared del ileon distal se valoré utilizando técnicas
inmunohistoquimicas habituales. Las preparaciones de tejido fueron incubadas durante la
noche a 4° C con un anticuerpo monoclonal frente a VEGF (ab46154, Abcam Inc. 1
Kendall Square, Ste 341, Cambridge, MA, USA) a una dilucién de 1:500. Se utilizo el

sistema Vectastain Elite ABC (Vector Laboratories, Burlingame, CA) para visualizar la
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reaccion antigeno-anticuerpo. Se utilizaron muestras procesadas sin el anticuerpo primario
como controles negativos.

Todas las valoraciones fueron realizadas por un patélogo que desconocia a que grupo
pertenecia cada preparacion. Estudios previos han demostrado que, en condiciones
normales, el VEGF es expresado en las células epiteliales de las vellosidades, en la lamina
propia y por las células endoteliales de los vasos localizados en la mucosa y en la muscular
172173 Se valoré la intensidad de la inmunorreactividad frente a VEGF en las células
epiteliales de las vellosidades mediante un sistema de puntuacién semicuantitativo:
negativa, 0; débil, 1; moderada, 2 y fuerte, 3. Asimismo, se calcul6 el numero de vasos que
expresaban VEGF con una magnificacion x 40 en 10 areas determinadas al azar y se

determind la media para cada preparacion.

5.8. Analisis estadistico

Las variables cualitativas han sido expresadas en valor absoluto y porcentaje y comparadas
entre los grupos mediante el test de chi cuadrado. Las variables cuantitativas fueron
expresadas como media y desviacion estdndar y comparadas entre los grupos mediante el
test de Kruskal-Wallis dada la distribucion no paramétrica de las variables en este estudio.
Cuando se decidid realizar comparaciones entre dos grupos se utilizd el test de Mann-
Whitney. Para valorar el grado de asociacion entre variables, se calculd el coeficiente de
correlacion de Spearman. Una p < 0.05 fue considerada estadisticamente significativa.

Todos los calculos han sido realizados con SPSS, version 12.0
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6.1. Reproduccion del modelo de ECN

Tras 45 minutos de isquemia y 3 horas de reperfusion el intestino delgado presentaba, en
todos los animales del grupo ECN, un color oscuro y estaba claramente dilatado (Figura
15). Estos mismos cambios se apreciaron en el colon derecho aunque eran menos evidentes.

No se encontrd ascitis ni perforacidn intestinal en ninguna de las ratas.

Figura 15. Aspecto del intestino tras clampaje de vasos mesentéricos.
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El examen microscopico mostro alteraciones significativas en la mucosa del intestino

delgado y colon en comparacién con el grupo sham. En todos los animales a los que se les

practico isquemia-reperfusion se aprecio denudacion de las vellosidades, necrosis de la

lamina propia y necrosis transmural focal (Figuras 16 y 17). La isquemia-reperfusion

causo, en general, un acortamiento de las vellosidades y una disminucion del grosor de las

mismas. También observamos una disminucién del indice de superficie y un aumento de la

puntuacion de Chiu tanto en el ileon distal como en el colon ascendente (Tabla 4).

Tabla 4.
Ileon distal Colon derecho
Sham ECN Sham ECN
AMV 55+5 23£12*% | e | e
GMV 13+£2 9£3* | e | e
IS 42+0.6 26+1.1% 36+0.5 1.3+0.6*
Chiu 0.0+0.0 35+£1.1% 0.00 + 0.00 21409 *

Los datos son expresados como media + DE

*p<0.001

AMV: altura media de la vellosidad

GMYV: grosor medio de la vellosidad

IS: indice de superficie

Cambios en los parametros morfométricos y en la puntuacién de Chiu después de 45

minutos de isquemia y 3 horas de reperfusion (ECN) comparados con los valores del grupo

sham.
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Figura 16: (4) Mucosa del ileon distal en un animal del grupo sham en la que se aprecian las
microvellosidades de caracteristicas normales (X 20). (B) Formacion de espacios subepiteles de Gruenhagen
y destruccion de vellosidades con necrosis que alcanza la lamina propia en el ileon distal de una rata del

grupo ECN (X 10). Hematoxilina-Eosina
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Figura 17: (4) Denudacion masiva de las vellosidades en el ileon distal de una rata del grupo ECN (X 10).

(B) Necrosis de la mucosa que alcanza focalmente la capa muscular (flecha) en el ileon distal de una rata del

grupo ECN (X 10). Hematoxilina-Eosina
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6.2. Efecto preventivo de la Epo sobre la mucosa

intestinal en la ECN experimental

6.2.1. Analisis morfomeétrico

En conjunto, las dos formas recombinantes de Epo atenuaron significativamente la lesion
intestinal cuando fueron administradas durante los 6 dias previos a la isquemia-reperfusion.
El examen microscdpico mostro areas con congestion capilar y espacios subepiteliales de

Gruenhagen intercaladas con un despegamiento moderado del epitelio y con dreas en las

que la mucosa aparecia normal (Figuras 18 y 19).

Figura 18. Areas de congestion capilar (flecha blanca), despegamiento del epitelio (flechas negras), y dreas
en que la mucosa parece normal en una muestra del ileon distal de una rata del grupo rhEpo. Hematoxilina-

Fosina.
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Figura 19: (4) Congestién capilar (flecha) con preservacion de la arquitectura de las vellosidades en el

ileon distal de una rata del grupo rrEpo (X 10). (B) Espacios subepiteliales de Gruenhagen (flechas) en el
ileon distal de una rata del grupo rhEpo (X 20). Hematoxilina-Eosina
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La AMV en la mucosa del ileon (Figura 20) fue mayor en los dos grupos de profilaxis en
comparacion con el grupo ECN sin que hubiera diferencias entre los dos grupos a los que se
les administr6 Epo antes de la isquemia-reperfusion (grupo sham: 55 = 5 um vs. grupo
ECN: 23 4+ 12 um vs. grupo thEpo: 38 + 10 um vs. grupo rrEpo: 37 £ 15 pum; p=0,005). El
IS medido en el ileon (Figura 21) también fue significativamente mayor en los dos grupos
de profilaxis con Epo (grupo sham: 4,2 + 0,6 vs. grupo ECN: 2,6 + 1,2 vs. grupo Epo-H:
4,9 £ 1,1 vs. grupo Epo-R: 4,7 + 1,8; p=0,001) en comparacién con el grupo de isquemia-
reperfusion. Cuando este indice fue calculado en muestras del colon derecho (Figura 22)
también observamos diferencias estadisticamente significativas con valores mas elevados
en los dos grupos de profilaxis con Epo en comparacién con el grupo ECN (grupo sham:
3,6 £ 0,5 vs. grupo ECN: 1,3 + 0,5 vs. grupo Epo-H: 2,5 + 0,6 vs. grupo Epo-R: 2,6 + 0,7;
p=0,001). No encontramos, sin embargo, diferencias estadisticamente significativas en el
GMYV de la mucosa del ileon distal entre el grupo ECN y los dos grupos de Epo (grupo
sham: 13 £ 2 um vs. grupo ECN: 9 £ 3 um vs. grupo Epo-H: 10 + 1 um vs. grupo Epo-R:

10 £ 2 um; p=0,3) (Figura 23).

Por otra parte, si que encontramos diferencias estadisticamente significativas cuando
comparamos todas las variables del analisis morfométrico, AMV, GMV e IS, entre el grupo

sham y los dos grupos de profilaxis con Epo (Figuras 19,20,21).
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Figura 20. Comparacion de la AMV entre los cuatro grupos del estudio.

* representa p < 0,001 comparado con el grupo ECN

0 representa p < 0,05 comparado con el grupo sham.
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IS ileon
w

Sham ECN rhEpo mEpo

GRUPO

Figura 21. Comparacion del IS calculado en el ileon distal entre los cuatro grupos del
estudio.
* representa p < 0,01 comparado con el grupo ECN

O representa p < 0,05 comparado con el grupo sham
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IS colon

Sham ECN thEpo rrEpo

GRUPO

Figura 22. Comparacion del IS calculado en el colon derecho entre los cuatro grupos del
estudio.
* representa p < 0,01 comparado con el grupo ECN

0 representa p < 0,05 comparado con el grupo sham
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Figura 23. Comparacion del GMV entre los cuatro grupos del estudio.

* representa p < 0,05 comparado con el grupo sham.
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La figura 23 muestra la puntuacién de Chiu en el intestino delgado en los cuatro grupos del
estudio. Esta puntuacidn cualitativa, significativamente mas elevada tras la isquemia-
reperfusion en comparacion con el grupo sham tal y como se aprecia en la tabla 4,
disminuy6 de forma significativa cuando la Epo fue administrada durante los 6 dias previos
a la isquemia-reperfusion (grupo sham: 0,0 £ 0,0 vs. grupo ECN: 3,5 + 1,4 vs. grupo Epo-
H: 1,5 £ 1,1 vs. grupo Epo-R: 1,7 £ 1,2; p<0,05). No se encontraron diferencias entre los

dos grupos de profilaxis.
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Figura 24. Comparacion de la puntuacion de Chiu determinada en el ileon distal entre los
cuatro grupos del estudio.

* representa p < 0,01 comparado con el grupo ECN

0 representa p < 0,05 comparado con el grupo sham
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La Figura 25 muestra la puntuacion de Chiu en el colon ascendente en los cuatro grupos
del estudio. Esta puntuacidn cualitativa, significativamente mas elevada en el grupo ECN
aen comparacion con el grupo sham, tal y como muestra la tabla 4, disminuyd cuando la
Epo fue administrada durante los 6 dias previos a la isquemia-reperfusion (grupo sham: 0,0
+ 0,0 vs. grupo ECN: 2,1 + 0,9 vs. grupo Epo-H: 1,1 + 0,8 vs. grupo Epo-R: 1,2 £+ 0,5;

p<0,05). No se encontraron diferencias entre los dos grupos de profilaxis.

Chiu score colon
3%

Shlalm E(IZN rhElpo rrElpo

GRUPO

Figura 25. Comparacion de la puntuacion de Chiu determinada en el colon ascendente

entre los cuatro grupos del estudio.
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* representa p < 0,05 comparado con el grupo ECN

O representa p < 0,05 comparado con el grupo sham

Resultados

Finalmente, la AMYV present6 una correlacion positiva estadisticamente significativa con el

IS (r=0,7; p<0,001) (Figura 26) y una correlacion negativa con la puntuaciéon de Chiu

calculada en el ileon (r: 0,6; p <0,001) (Figura 27).

IS ileon
w
o

AMV (micras)

70

Figura 26. Diagrama de dispersion que muestra la correlacion positiva entre la AMV y el

1S calculado en el ileon distal (r=0,7; p<0,001; coeficiente de correlacion de Spearman).
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Figura 27. Diagrama de dispersion que muestra la correlacion negativa entre la AMV y la
puntuacion de Chiu calculada en el ileon distal (r=0,6, p<0,001, coeficiente de

correlacion de Spearman).

6.2.2. Determinacion de la concentracion de VEGF en suero

La determinacion de VEGF en el suero de los animales, obtenido en el momento del
sacrificio tres horas después de la reperfusion, mostro valores ligeramente mas elevados en
el grupo ECN en comparacion con el grupo sham aunque la diferencia no alcanzé la
significacion estadistica. Sin embargo, la concentracion de esta citoquina angiogénica en

el suero de ratas tratadas con Epo recombinante humana fue significativamente mas
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elevada en comparacién con el resto de los grupos del estudio (grupo sham: 7 + 9 pg/dl vs.
grupo ECN: 41 + 35 pg/dl vs. grupo rhEpo: 389 + 429 pg/dl vs. grupo rrEpo: 54 £ 110

pg/dl; p<0,05) tal y como se puede apreciar en la figura 28.
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Figura 28. Concentracion sérica de VEGF en el momento del sacrificio en los cuatro

grupos del estudio. * p<0.05
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No encontramos correlacion entre la concentracion de VEGF en suero y ninguna de las
variables del analisis morfométrico ni siquiera cuando se evaluo unicamente el grupo rhEpo

(Figura 29).
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Figura 29. Diagrama de dispersion que muestra la ausencia de correlacion entre la
concentracion de VEGF en suero y la AMV (r=0,2; p=0,5, coeficiente de correlacion de

Spearman).
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6.2.3. Estudio inmunohistoquimico de la expresién de VEGF

El estudio inmunohistoquimico con un anticuerpo monoclonal frente al VEGF mostré una
intensidad de la tincidon en las células epiteliales de las vellosidades significativamente
superior en los dos grupos en los que se administré Epo en comparacion con el grupo ECN
(grupo sham: 1,7 £ 0,9 vs. grupo ECN: 0,4 £+ 0,7 vs. grupo rhEpo: 1,9 = 0,7 vs. grupo
rrEpo: 1,2 £ 1,8; p<0,001) (Figuras 30 y 31). No se encontraron diferencias entre los dos

grupos de profilaxis.

Figura 30. Tincion con anticuerpo anti-VEGF en el ileon distal de una rata del grupo ECN.

Se aprecia expresion débil-moderada de VEGF en algunas células epiteliales y muy débil en algunos vasos

de la capa muscular (x40) (flechas).
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Ademas, el nimero medio de vasos identificados que expresaban VEGF fue también
significativamente superior en los dos grupos de profilaxis con Epo (grupo sham: 2,7 + 0,7

vs. grupo ECN: 0,7 + 0,8 vs. grupo rhEpo: 2,7 + 1,1 vs. grupo rrEpo: 1,9 £ 1,5; p<0,001)

(Figuras 32,33,34).

Figura 31. Tincion con anticuerpo anti-VEGF en el ileon distal de una rata del grupo ECN.

No se aprecia expresion de VEGF en las células epiteliales y solo se tiie algin vaso de la capa muscular

(x10) (flecha).
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Figura 32: (A4) Tincién con anti-VEGF en el ileon distal de una rata del grupo ECN (X 10). Se aprecia

necrosis transmural y sélo se tifien algunos vasos de la capa submucosa. (B) Tincion con anti-VEGF en el
ileon distal de una rata del grupo ECN (X 20). Se tifien algunos vasos de la capa submucosa pero no se

aprecia expresion en las células epiteliales de las vellosidades.
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Figura 33: (4) Tincion con anti-VEGF en el ileon distal de una rata del grupo rrEpo (X 10). Se aprecia una

intensa expresion en las células epiteliales asi como en numerosos vasos de la capa muscular (B) Tincion con
anti-VEGF en el ileon distal de una rata del grupo rhEpo (X 40). Se aprecia una intensa expresion en las

células endoteliales y moderada en las criptas (x40).
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Figura 34. Tincion con anticuerpo anti-VEGF en el ileon distal de una rata del grupo rhEpo.
Se aprecia una intensa expresion de VEGF en las células epiteliales de las vellosidades asi como en

numerosos vasos de la submucosa y capa muscular (x20).
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7. DISCUSION
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Los resultados de este estudio demuestran, en primer lugar, que la Epo tiene un efecto
preventivo de las lesiones por isquemia-reperfusion en un modelo animal de ECN. Hemos
observado como la administracion de Epo recombinante aumenta la altura de las
vellosidades y la superficie de las mismas y disminuye significativamente la puntuaciéon de
Chiu de la lesion intestinal en comparacién con el grupo control. Esta investigacion
proporciona nuevas pruebas que sugieren un posible papel protector de esta hormona en

recién nacidos con riesgo de desarrollar ECN.

Las evidencias de las que disponiamos hasta ahora sobre el efecto de la Epo en modelos
experimentales de ECN no eran concluyentes. Kumral et al. '®® investigaron el efecto de la
Epo recombinante humana administrada a una dosis de 750 U/Kg/semana mediante
inyeccion intraperitoneal en ratas de 15 dias de vida. La Epo fue administrada durante 2
semanas antes de inducir lesiones similares a las de la ECN mediante hipoxia con CO; y
reoxigenacion con O, al 100%. La aplicacién de un sistema de puntuacion de la lesion
intestinal observada en el estudio microscopico mostrd valores significativamente mas
elevados en el grupo de ECN en comparacidon con el grupo de animales tratados con Epo.

Sin embargo, Akisu et al.'”’

no encontraron diferencias significativas en las lesiones
intestinales entre el grupo de ECN y el grupo de tratamiento con Epo en un estudio en el
que emplearon el mismo modelo animal y la misma dosis que Kumral et al. %,

Hay que destacar que la dosis utilizada en nuestro estudio, un total de 3000 U/Kg en 6 dias,

es superior a la de los dos trabajos mencionados anteriormente.
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Hasta ahora no se han publicado otros trabajos en los que se haya investigado el efecto de
la Epo en modelos experimentales de ECN. Sin embargo, son numerosos los estudios que
han demostrado un efecto protector de la Epo sobre las lesiones por isquemia-reperfusion
en diferentes 6rganos incluido el intestino, aunque en todos ellos se han empleado ratas

174, 175
adultas "+ 7

. A pesar de que estos modelos no incluyen la inmadurez intestinal como
factor etiopatogénico, sus resultados son relevantes ya que la isquemia-reperfusion es uno
de los principales factores implicados en la ECN. Guneli et al. '™ investigaron el efecto de
una unica dosis intraperitoneal de Epo recombinante humana en ratas de 250 gr. en las que
se realizd oclusion de la arteria mesentérica superior durante 30’ y reperfusion posterior
durante 60°. La evaluacion de las lesiones intestinales, realizada mediante la aplicacion del
sistema de puntuacion de Chiu, mostré que la administracién de Epo, tanto antes de la

isquemia como al inicio de la reperfusion, consiguid prevenir la lesion intestinal en

comparacion con el grupo ECN.

Mori et al. ' investigaron, también en ratas adultas sometidas a oclusién de la arteria
mesentérica superior durante 60°, el efecto de 3 dosis de 1000 U/Kg de Epo recombinante
humana administradas por via subcutanea. En este caso, entre las variables analizadas se
incluyd no sélo el grado de lesion histologica sino también la supervivencia de los
animales. La puntuacion utilizada para valorar la lesion intestinal, el indice de Park, fue
significativamente mayor en el grupo de isquemia-reperfusion en comparacion con los
grupos de Epo a las 6 y a las 12 horas. Ademas, mientras que la supervivencia en el grupo
de isquemia-reperfusion fue inferior a 24 horas en todos los animales, en los grupos de
tratamiento con Epo la supervivencia alcanzo las 72 horas en el 80% en los animales. En

nuestro estudio, todos los animales fueron sacrificados a las 3 horas de la reperfusion ya
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que habiamos comprobado previamente en un estudio piloto que la mortalidad a las 24
horas era del 100%. La mortalidad mas elevada de nuestro modelo debe ser atribuida a la

utilizacidon de ratas neonatales en comparacion con las ratas adultas del estudio de Mori et

al.

Muchos otros estudios han confirmado el efecto protector de la Epo sobre las lesiones
experimentales por isquemia-reperfusion en el higado '’°, rifion '’ corazén '"® y retina '”°.
En el cerebro, Epo ha demostrado una gran capacidad para reducir el tamafio del infarto
cerebral "*°. Algunos de estos estudios experimentales han sido seguidos de ensayos

181 .
| demostraron en un estudio

clinicos con resultados diversos. Asi, Ehrenreich et a
multicéntrico, el "Gottingen EPO-Stroke-Trial", un efecto beneficioso de la Epo sobre la
extension y gravedad del infarto cerebral asi como sobre la evolucion clinica de los
pacientes. Liem et al. 182 , sin embargo, no observaron un efecto significativo de una unica
dosis de Epo endovenosa en pacientes con un infarto agudo de miocardio sin elevacion del
ST. La realizaciéon de nuevos ensayos clinicos con un adecuado disefio proporcionara

informacidn definitiva sobre la aplicacion clinica de la Epo en las lesiones por isquemia-

reperfusion, entre ellas la ECN.

Los resultados de nuestro estudio demuestran, en segundo lugar, que el efecto protector de
la Epo sobre la lesion por isquemia-reperfusion intestinal estd mediado, al menos en parte,
por un aumento de la expresion de VEGF. Hemos encontrado que la concentracion de
VEGF en suero en el momento del sacrificio era significativamente mas elevada en el
grupo de animales que habian recibido Epo recombinante humana en comparacion con el

grupo ECN.
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Esta observacion confirma la capacidad de la Epo de inducir la expresion de factores
angiogénicos, ademas de los efectos ya conocidos sobre la eritropoyesis, el estimulo de la
proliferacion celular y la inhibicion de la apoptosis. E1 VEGF es una de las principales
citoquinas pro-angiogénicas y varios estudios han demostrado que la administracién de Epo
en diferentes modelos de isquemia-reperfusion induce un aumento en su expresion.
Imamura et al.'"®  observaron que el tratamiento con Epo durante 2 semanas antes de
producir una oclusion de las arterias renales durante 60 inducia un marcado aumento de la
concentracion de VEGF. Nakano et al.investigaron '™ la expresion de VEGF y la
activacion de la angiogénesis en un modelo de isquemia-reperfusion de la extremidad
inferior en ratones transgénicos que no expresaban Epo ni Epo-R. Los autores observaron
que la concentracion en suero de VEGF y la densidad de capilares neoformados en la
extremidad isquémica, dos semanas después de la ligadura de la arteria femoral, era
significativamente menor en los ratones transgénicos que no expresaban Epo en
comparacion con los controles wild type. Otros autores han demostrado también que la
administraciéon de Epo recombinante humana favorece la curacion de las heridas
isquémicas y que este efecto se asocia a un incremento significativo de los niveles de
VEGEF en las mismas '** 18156,
Por otra parte, se ha demostrado en varios estudios experimentales que la administracién
exogena de VEGF, por via subcutdnea, intravenosa e intraarterial, tiene un efecto protector

187

sobre la lesion por isquemia-reperfusiéon en el corazén '*’, médula espinal '™, colgajos

cutineos

%y testiculo . Este hecho sugiere que la elevacion de VEGF tras la
administraciéon de Epo recombinante humana observada en nuestro estudio y en otros

mencionados anteriormente no es Unicamente un testigo sino un auténtico mediador del

efecto de la hormona.
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Hay que sefialar, sin embargo, que si bien la Epo estimula la angiogénesis mediante un
aumento de la expresion de VEGF y que la formacidén de nuevos vasos es necesaria en la
reparacion del intestino lesionado, éste es un proceso que tiene lugar después de al menos
una semana por lo que no es posible que el efecto protector observado en nuestro estudio,
tres horas después de la reperfusion, sea debido a un aumento del nimero de capilares

15 proporciona una

neoformados. En este sentido, el estudio realizado por Harder et al.
explicacion al efecto precoz de la Epo mediado por el VEGF. Estos autores evaluaron el
efecto in vivo de dos dosis de Epo, 500 U/kg y 5000 U/Kg, en un modelo de colgajo
muscular isquémico en ratones. Crearon un colgajo dorsal mal perfundido que, sin
tratamiento, resultaba en una necrosis distal de aproximadamente el 50%. Se administrd
Epo desde 24 horas antes de la creacion del colgajo hasta 3 dias después de la operacion y
observaron que los animales que recibieron Epo presentaban en el dia 10 una necrosis
significativamente mas limitada en comparacion con el grupo control que recibid suero
salino. Observaron también mediante técnicas de inmunohistoquimica que la expresion de
Epo-R estaba aumentada en los ratones tratados con la hormona. Sin embargo, el estudio
mediante microscopia intravital proporciono el hallazgo mas interesante. El analisis de la
densidad capilar funcional, indicador ideal del grado de perfusion efectiva, mostrd una
disminucién dréstica en los animales no tratados mientras que la Epo, especialmente la
dosis de 500 U/Kg, permitié mantener una perfusion capilar efectiva incluida la parte distal
del colgajo. Ademas, mientras que la velocidad de los hematies a través de los capilares
cesd por completo en los animales no tratados, se mantuvo en aquellos que recibieron Epo.

Por el contrario, no se observo formacidon de nuevos vasos sanguineos en ninguno de los

grupos lo cual era esperado teniendo en cuenta que es un proceso que tarda mas dias.
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En un estudio posterior del mismo grupo en el que se empled el mismo modelo, los autores
observaron mediante la técnica de Western Blot un aumento de la concentracién de VEGF

en el tejido lesionado '

. Este factor angiogénico aumenta de forma potente la
permeabilidad capilar lo que podria explicar, en parte, el efecto de la Epo sobre la

microcirculacion y el resultado beneficioso precoz sobre la lesion por isquemia-reperfusion

independiente de la formacidn de nuevos vasos.

Hemos destacado que en aquellos animales que en nuestro estudio recibieron Epo humana
recombinante la concentracion de VEGF en suero en el momento del sacrificio fue
significativamente mas elevada. Sin embargo, no observamos dicho aumento en aquellos
animales que recibieron Epo recombinante de rata. Este hallazgo puede ser debido a
limitaciones metodoldgicas como el nimero de animales incluidos. Sin embargo, también
es posible que esté relacionado con diferencias estructurales y funcionales entre las dos
formas recombinantes de Epo. La Epo humana es idéntica en un 91% a la Epo del mono.
Aunque se ha demostrado que la secuencia de aminodcidos es homoéloga a la de rata en un
80%, es posible que las diferencias estructurales existentes sean responsables de diferencias
en la funcién "' En todos los estudios experimentales realizados en modelos de isquemia-
reperfusion y publicados hasta el momento se ha administrado Epo recombinante humana
por lo que no disponemos de informacion adicional sobre el efecto de la Epo recombinante

de rata sobre el VEGF ' 171136,
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El aumento en la concentracion de VEGF en comparacion con el grupo ECN no es sélo
sistémico sino que también ocurre a nivel local tal y como demuestra la expresion por las
células epiteliales de las vellosidades y de las criptas asi como por las células endoteliales
de los vasos de las capas submucosa y muscular. Esta observacion coincide con los
hallazgos de otros estudios en los que han investigado a expresion local de VEGF mediante
otras técnicas como Western Blot '"'. En condiciones normales se detecta expresion de
VEGF mediante inmunohistoquimica en el epitelio intestinal, epitelio ductal de la glandula
mamaria, musculo esquelético y cardiaco, ovario, tiroides y también en las células
endoteliales '”*.Hemos comprobado como la isquemia-reperfusion causa una disminucion
significativa de la expresion de VEGF por las células epiteliales de las microvellosidades
incluso en aquellos segmentos de pared intestinal en los que la arquitectura tisular esta
conservada. Sin embargo, la administracion profilactica de Epo recombinante se asocio a
una capacidad conservada para expresar VEGF incluso tras un periodo prolongado de

isquemia seguido de referfusion.

Por otra parte, la concentracion en suero de VEGF en los animales del grupo ECN fue 6
veces mas elevada en comparacion con la del grupo sham, aunque la diferencia no alcanzo
la significacion estadistica. Estos resultados son similares a los de otros estudios en los que
se ha demostrado que la isquemia-reperfusion induce un aumento en la expresion de esta
citoquina pro-angiogénica que debe ser entendido como parte del proceso de curacion de

192

las lesiones ~°. Otros, sin embargo, consideran que la elevacion de VEGF y el consiguiente

aumento de la permeabilidad vascular durante la reperfusion serian responsables, en parte,

~ . . . 193
del dafio ocasionado por este mecanismo lesional .
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En cualquier caso, ya hemos mencionado anteriormente que son numerosas las evidencias

que demuestran que el VEGF tiene un efecto protector sobre la lesién por isquemia-

reperfusion.

Es interesante destacar que en algunos estudios experimentales se ha observado que dosis
bajas de Epo son mucho mas efectivas que dosis 10 veces superiores. En el estudio
realizado por Harder et al. '**, mencionado anteriormente, los animales que recibieron la
dosis de 5000 U/Kg presentaron una menor supervivencia del colgajo isquémico en
comparacion con los que recibieron la dosis de 500 U/Kg. Kao et al. '’° demostraron que
una unica dosis de 400 U/Kg conseguia normalizar rdpidamente la perfusion en el musculo
esquelético en un modelo de sepsis en ratones. Por el contrario, una dosis elevada no fue
muy efectiva en preservar la microcirculacion y sélo consiguid reducir marginalmente la
necrosis muscular. Se ha propuesto que esta diferencia se debe al efecto de las dosis mas
clevadas sobre la eritropoyesis '**. Mientras que la dosis més baja de Epo tiene un efecto
limitado sobre la formacion de hematies, la dosis de 5000 U/Kg se asocia a un incremento
significativo del hematocrito y a una disminucion de la velocidad de los hematies a través
de los capilares con el consiguiente empeoramiento sobre la microcirculacion. En este
sentido, la aplicacidon en ensayos clinicos de la Epo por sus efectos extra-hematopoyéticos
en pacientes con isquemia cerebral o cardiaca se ha asociado a efectos adversos por eventos

tromboticos %

195 Por ello, la utilizacion de derivados de la Epo sin efecto sobre la
eritropoyesis tendria especial interés para la prevencion y tratamiento de la lesién por
isquemia-reperfusion y permitiria utilizar dosis mas elevadas. La asialoEpo es una

glicoproteina que presenta varias caracteristicas diferenciales con la Epo entre las que

destacan una vida media plasmatica mds corta, una eliminacion mas rapida de la circulacion
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sistémica y una mayor afinidad por el receptor Epo-R. La asialoEpo no tiene efectos
hematopoyéticos y en cambio tiene efectos extra-hematopoyéticos mas amplios que la Epo.

En un reciente estudio experimental, la asialoEpo mostrd el mismo efecto protector que la

. . . 1
Epo en un modelo de isquemia-reperfusion en ratas adultas '*°.

Ademas del incremento del VEGF observado en el presente y en otros estudios, se ha
sugerido que el efecto protector de la Epo puede estar mediado por otros mecanismos. Por
una parte, la Epo puede ejercer un efecto directo sobre el endotelio vascular similar al del
VEGTF, ya que se ha demostrado que las células endoteliales expresan Epo-R y responden
con un aumento en la proliferacién y en la formacion de nuevos vasos '*. Por otro lado, el

efecto protector puede ser debido también a su capacidad para inhibir la apoptosis "> "

176179 y para aumentar la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible del 6xido nitrico

1197 Finalmente, se ha demostrado también que la Epo inhibe la peroxidacién lipidica
con la consiguiente disminucion del dafio tisular secundario a la exposicion a radicales

. , 1
libres de oxigeno '®.

Aunque los resultados de nuestro estudio confirman que la Epo tiene un efecto protector
sobre la lesidon por isquemia-reperfusion y que esta accion estd mediada en parte por un
aumento de la expresion de VEGF, creemos que el efecto trofico que esta hormona tiene
sobre la mucosa intestinal inmadura también desempefla un importante papel en los
resultados que hemos obtenido. Este efecto de la Epo sobre el intestino en fase de

desarrollo se basa en la presencia de receptores de esta hormona en la mucosa intestinal

137
1

prenatal y postnata en la capacidad para estimular in vitro la migracion de los

198 142

enterocitos y para incrementar in vivo la longitud del intestino neonatal
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Recientemente, McPherson y Juul '*' demostraron que la administracién de una tnica
dosis subcutanea de 5000 U/Kg estimulaba la division celular en las criptas, promovia la

migracion de los enterocitos y detenia la apoptosis en el extremo de las vellosidades en

ratas de solo 7 dias de vida.

Desde el punto de vista metodoldgico, varios aspectos relacionados con la administracion
de la Epo deben ser comentados. En primer lugar, la eleccion del momento en el que se
administra hormona. En el presente estudio hemos investigado el efecto de la Epo antes de
la isquemia-reperfusion en base a los resultados del estudio clinico de Ledbetter y Juul '*
que sugerian que la administracion de esta hormona a los recién nacidos prematuros para
prevenir o tratar la anemia tiene un efecto protector sobre el desarrollo de ECN. Otros, sin
embargo, han estudiado el efecto de la Epo cuando se administra después de la isquemia y
antes de la reperfusion o como tratamiento cuando ya se ha producido la lesion intestinal.

Asi, en el estudio de Guneli et al. '™

, en el que se utilizd un modelo de isquemia
reperfusion intestinal en ratas adultas, se observd que la administracion de la hormona al
inicio de la reperfusion tenia el mismo efecto protector que cuando se administraba antes de
la isquemia intestinal. En el estudio de Rezaeian et al. 71 sin embargo, la administracion de
3 dosis de 500 U/Kg durante las 48 horas posteriores a la lesion isquémica solo tuvo un
efecto parcial sobre el colgajo y no mejoro la microcirculacion en comparacion con el
tratamiento preventivo. Se ha sugerido que los resultados podrian mejorar cuando ademas

.. ’ . 143, 1
de antes se administra después y durante un tiempo prolongado '**'%°.
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En segundo lugar, varias son las vias de administracion utilizadas en los diferentes estudios
experimentales en los que la Epo ha demostrado un efecto protector.
- 143, 175, 186 . ] , .. .
Al igual que otros , hemos escogido la via subcutanea de administracion tal y
como se emplea en humanos aunque muchos han utilizado la via intraperitoneal con

145, 171, 174 . . . ., ,
171178 “Bspecialmente interesante es la administracion de Epo por via

buenos resultados
enteral ya que permite la accion directa de la hormona sobre los enterocitos. Juul et al. '**
observaron que la administraciéon de Epo humana recombinante en la leche a ratas recién

nacidas tenia un efecto trofico sobre el intestino en desarrollo. Sin embargo, la

administracion enteral de Epo en un modelo de ECN no ha sido hasta ahora estudiada.

No existe ningun modelo ideal de ECN. La eleccién del modelo de isquemia-reperfusion
en la rata estd basada, en primer lugar, en la similitud de las lesiones de la mucosa
intestinal con los hallazgos histopatoldgicos de la ECN en humanos. El espectro de
lesiones que aparecen en este modelo incluye desde un minimo despegamiento del epitelio
de la vellosidad acompafiado de congestion vascular hasta una necrosis transmural
completa. Estos hallazgos predominan en el intestino delgado y aparecen, en la mayoria de

los casos, de forma segmentaria.

En ninguno de los animales de nuestro estudio aparecio la neumatosis intestinal, una lesion
caracteristica de la ECN pero que en algunas series ha sido descrita en menos del 50% de
los casos * La neumatosis intestinal es atribuida a la accion de bacterias productoras de gas
en fases mas avanzadas de la enfermedad. La ausencia de neumatosis en nuestro modelo
puede ser debida al caracter agudo de las lesiones y al sacrificio de los animales sélo tres

horas después de iniciada la reperfusion.
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Otra de las razones en las que se baso la eleccion de este modelo experimental es la mayor
susceptibilidad del intestino de animales de pocos dias de vida a la isquemia-reperfusion.
La mucosa intestinal de ratas de 15 dias de vida, en fase de destete, es mas vulnerable a los
efectos de la isquemia-reperfusion que el intestino de ratas adultas. Estudios realizados
con otras especies animales han demostrado que el tiempo de isquemia necesario para
reproducir lesiones similares a las de la ECN disminuye con la utilizacién de animales de
pocos dias de vida °***' En nuestro modelo, 30 minutos de isquemia son suficientes para
producir una denudacion del epitelio intestinal y necrosis focal en mas del 50% de los
animales. La oclusion de la arteria mesentérica superior durante 45 minutos seguida de 3
horas de reperfusidon ocasiono lesiones mas extensas en el 100% de los animales. Entre los
mecanismos por los que el intestino en fase de desarrollo es mas sensible se incluye una
regulacion inmadura del flujo sanguineo y de la oxigenacion intestinal, una falta de
desarrollo de los vasos sanguineos colaterales especialmente en el ileon distal, y una
mayor susceptibilidad a la accién de los radicales libres de oxigeno y a las proteasas
luminales.

El andlisis morfométrico de las lesiones de la mucosa intestinal proporciona una
valoracidn cuantitativa que facilita la comparacion entre grupos en el modelo de isquemia-
reperfusion.

Aunque éste estudio no es un doble ciego real y el investigador conocia si estaba
administrando Epo o placebo, hay que destacar que tanto el analisis morfométrico como la
evaluacion de la inmunohistoquimica fueron realizados por un patdlogo que desconocia el

grupo al que pertenecia cada animal.
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Al igual que en el trabajo de Puglisi et. al **, la altura media de las vellosidades y el indice
de superficie aparecen en nuestro estudio como unos parametros excelentes para valorar la

e . . 12
lesion isquémica. En el estudio previo de nuestro grupo '*°

en el que empleamos este
mismo modelo no encontramos diferencias en el GMV entre el grupo sham y el grupo
ECN coincidiendo con las observaciones de otros autores que consideran que este
parametro tiene escasa utilidad de este parametro en el andlisis morfométrico de estas
lesiones **. Sin embargo, en el presente estudio si que hemos observado una disminucién
del GMV tras la isquemia-reperfusion.

Por otro lado, el sistema de puntuacion de Chiu proporciona una descripcion cualitativa
del espectro de lesiones que complementa el analisis morfométrico. Estudios previos han

demostrado que este sistema de puntuacion es un buen indicador de lesion isquémica y se

correlaciona con la AMV y el IS .
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El modelo de isquemia-reperfusion intestinal en la rata de 15 dias de vida consigue unas
lesiones morfoldgicamente similares a las de la enterocolitis necrotizante en el recién

nacido humano.

La administracion profilactica de eritropoyetina tiene un efecto protector sobre las

lesiones intestinales secundarias a la isquemia-reperfusion observadas en €ste modelo.

El efecto de la eritropoyetina recombinante humana, estd mediado (al menos en parte) por

un aumento en la expresion local y sistémica, de la citoquina angiogénica VEGF.
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