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RESUMEN

Introduccién. La enterocolitis necrotizante (ECN) es una enfer-
medad potencialmente mortal que afecta a los neonatos, y frente a la
que la leche materna ha demostrado tener un papel protector. Admi-
nistrando lipopolisacédridos (LPS) por via oral en ratas recién nacidas
(RRN), hemos desarrollado un modelo experimental para inducir un
dafio intestinal similar al que provoca la ECN con objeto de evaluar
el aspecto macroscépico y microscépico del intestino, y de ese modo,
analizar la presencia de ECN y estudiar el papel que desempeiia la
leche materna (LM).

Material y métodos. Las RRN se dividieron en tres grupos: el grupo
A (control, n= 10) permanecié con su madre; el grupo B (LPS, n=25)
fue aislado tras el nacimiento, alimentado por sonda con una férmula
especial para ratas y LPS oral, y sometido a estrés (hipoxia tras sonda);
y el grupo C (LM, n= 12) fue alimentado con leche materna tras el
nacimiento y posteriormente aislado y sometido a estrés al igual que el
grupo B. El dfa 4 se sacrific6 a las RRN y se recuperaron sus intestinos
para su posterior evaluacion.

Resultados. En el grupo de control, no se observé ECN ni macros-
cdpica ni histoldgicamente, mientras que los dos grupos sometidos a
estrés (B y C) presentaron una incidencia global de la ECN del 73%.
La mayoria de los sujetos del grupo B desarrollaron signos histologi-
cos de ECN (85%), y los del grupo C registraron una incidencia de la
ECN estadisticamente menor (50%, p= 0,04), lo que significa que la
LM desempefia una funcién protectora frente a la ECN (OR=0,19; IC
95%: 0,40-0,904).

Conclusion. Nuestro modelo reveld una incidencia significativa de
la ECN en RRN (73%), desempefiando la LM la misma funci6n protecto-
ra que en el caso de los humanos recién nacidos, lo que significa que este
modelo experimental de ECN es fiable y reproducible. Gracias a dicho
logro, podremos investigar nuevos y potenciales objetivos terapéuticos
para una peligrosa enfermedad que, a dfa de hoy, carece de tratamiento.
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EXPERIMENTAL NECROTIZING ENTEROCOLITIS USING ORAL
LIPOPOLYSACCHARIDE AND PROTECTIVE ROLE OF BREASTMILK

ABSTRACT

Introduction. Necrotizing enterocolitis (NEC) is a life-threatening
condition that afflicts neonates. Breastfeeding has demonstrated to play
a protective role against it. By administering lipopolysaccharides (LPS)
orally in newborn rats (NBR), we have developed an experimental model
to induce NEC-like gut damage. Our aim was to assess the macroscopic
and microscopic appearance of the gut, to evaluate the presence of NEC
and study the role of breast milk (BM).

Material and methods. NBR were divided into 3 groups: Group
A (control, n= 10) remained with the mother, group B (LPS, n=25)
was isolated after birth, gavage-fed with special rat formula and oral
LPS, then submitted to stress (hypoxia after gavage) and group ¢ (BM,
n= 12) was breastfed once after birth, then isolated, and submitted to
stress like group B. On day 4, NBR were sacrificed, and intestine was
harvested and assessed.

Results. In the control group NEC was not present either macro-
scopically or histologically. Both groups submitted to stress (B and C)
presented a global incidence of NEC of 73%. Most of group B developed
histologic signs of NEC (85%) and group C showed a statistically lower
incidence of NEC (50%, p= 0.04), playing the BM a protective role
against NEC (OR= 0.19; 95% CI: 0.40- 0.904)

Conclusion. Our model showed a significant incidence of NEC in
NBR (73%) with the same protective role of BM as in newborn humans,
achieving a reliable and reproducible experimental NEC model. This will
allow us to investigate new potential therapeutic targets for a devastating
disease that currently lacks treatment.

Key Worbps: Enterocolitis, necrotizing; Animal experimentation;
Animals, newborn; Breastfeeding.

INTRODUCCION

La enterocolitis necrotizante (ECN) es una enfermedad
frecuente y potencialmente mortal que afecta a los neona-
tos prematuros y con un peso inferior a los 1.500 g(-2. Sus
consecuencias a corto y largo plazo pueden ser clinicamente
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significativas, con elevadas tasas de mortalidad que oscilan
entre el 15% y el 30%5.

Con las actuales lineas de tratamiento (reposo intestinal,
antibidticos intravenosos de amplio espectro, cirugia), la evo-
lucién de la enfermedad contindia siendo incierta en la mayoria
de los casos, por lo que su prevencion resulta fundamental.
La leche materna ha demostrado desempefiar una funcién
protectora frente a la ECN gracias a los oligosacdridos y los
componentes inmunitarios que posee, ademds de disminuir
el pH géstrico, incrementar la motilidad y reducir la permea-
bilidad epitelial. Asi pues, en la actualidad, el empleo de la
leche humana (incluso de donantes) cuenta con el apoyo y la
recomendacion de diversas guias pedidtricas internacionales
como primera opcién de nutricidn enteral para recién nacidos,
especialmente los prematuros y con bajo peso-0.

El desarrollo de modelos experimentales védlidos puede
resultar una herramienta eficaz a la hora de entender su fi-
siopatologia y explorar nuevas rutas que puedan llevarnos a
encontrar objetivos terapéuticos novedosos7-9).

Hoy en dia existen diversos modelos diseiiados para re-
plicar 1a ECN en recién nacidos, uno de los cuales emplea
RRN®-13), En el contexto de ese modelo, la utilizacion de
hipoxia y férmulas hiperosmolares conduce a una situacién
isquémica en la que se aprecia un dafio intestinal similar al
que provoca la ECNU4. Sin embargo, la reproducibilidad de
esta patologia a partir del citado modelo atin varia entre los
distintos estudios, con una prevalencia que oscila entre el
35% y el 71%®19. Para superar este problema y reducir la
variabilidad, se ha introducido el uso de lipopolisacarido oral
(LPS) con objeto de hacer aumentar la incidencia de la ECN
y su gravedad®?, ademds de reproducir la carga bacteriana
que se observa en los bebés humanos afectados de ECN().

Segin nuestra experiencia, el empleo de hipoxia y férmu-
las hiperosmolares per se no resulta suficiente para desarrollar
ECN en RRN. Por ello, el objetivo de nuestro estudio consistia
en evaluar la eficacia del LPS oral, asi como de la hipoxia y la
férmula hiperosmolar, a la hora de inducir un dafio intestinal
similar al que provoca la ECN analizando el aspecto macros-
copico (dilatacién, neumatosis, necrosis...) y microscopico
del intestino. También se pretendia investigar el papel que
desempeiia la leche materna en RRN sometidas a estrés con
un dafio intestinal parecido al que induce esta enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

El protocolo experimental se desarrollé conforme a las
directrices éticas sobre investigacion en ciencia animal (direc-
trices ARRIVE y normativa europea: directiva 2010/63/EU),
y el proyecto recibi6 la aprobacién del Comité de Etica de
Experimentacion con Animales del Hospital Clinico San Car-
los (#280790000088; PROEX 196.4/21; CEEA 21/0 04-111).

Se emplearon RRN Wistar nacidas a término. Nada més
nacer, los sujetos fueron pesados y asignados a uno de estos
tres grupos: grupo A (control, n= 10), en el que las RRN
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permanecieron con su madre para ser alimentadas con leche
materna ad libitum y no fueron sometidas a estrés; grupo B
(LPS, n=25), en el que las RRN fueron separadas de su madre
nada mds nacer y recibieron induccién por sonda de dafio
intestinal similar al que provoca la ECN con férmula especial
para ratas, seguido de 10 minutos de hipoxia (5% O», 95%
N») cada 6 horas, y de LPS oral que se afiadi6 a la primera
ingesta los dias 1 y 2, mezclado con la férmula; y grupo C
(LM, n=12), en el que las RRN permanecieron con su madre
para ser alimentadas por ella (de forma que la primera ingesta
oral fuera de leche materna), tras lo cual se les separd de su
progenitora y se les indujo ECN de modo similar al grupo B.

Las RRN fueron alimentadas por sonda a través de un
catéter de silicona de 2 Fr cuatro veces al dia con sustitutivo
especial de leche de rata preparado con 10 ml de férmula
de leche humana 60:40 (Blemil plus 19, ratio suero-caseina
60:40) en 30 ml de complemento para perros Esbilac®, tal
y como describen Barlow et al.07. En el primer y segundo
dfas de vida, se administré 4 mg/kg/dia de LPS oral (lipo-
polisacdrido de Escherichia coli, 0127: B8-Bioxtra —1 mg/
ml-) mezclado con la férmula alimenticia a los sujetos de
los grupos LPS y LM.

Los grupos sometidos a estrés (LPS y LM) fueron ex-
puestos durante 10 minutos tras cada ingesta a estrés hipéxico
sistémico, respirando una mezcla de gas compuesta por un
5% de O, y un 95% de N, tal y como relatan Nadler et al.(19).
La fraccién de oxigeno inspirado se comprobé mediante un
monitor de oxigeno.

Las RRN aisladas de sus madres permanecieron en incu-
badora, dotadas de un espacio adecuado para su desarrollo, y
con una temperatura controlada por termémetro de 30°C9).

Cada seis horas, las ratas de los grupos B y C fueron some-
tidas a controles antes de la alimentacion por sonda utilizando
un sistema de gravedad basado en la exploracion fisica (aspecto
de la piel, peso...) y su comportamiento para asegurar su bien-
estar (Tabla I), siguiendo el marco de evaluacion de la gravedad
de la Uni6én Europea. Si la RRN recibia una puntuacion
mayor que 2, se procedia a una exploracién més detallada,
mientras que si la puntuacion era superior a 5, el animal era
sacrificado para evitarle cualquier tipo de dolor o sufrimiento.

Todas las RRN (grupos A, B y C) fueron sacrificadas el dia
4, excepto las que murieron o fueron sacrificadas por padecer
signos relacionados con la ECN antes de la finalizacion del
estudio. Nada mds sacrificarlas, se recuperd el tracto gastroin-
testinal y se inspecciond visualmente para encontrar signos
tipicos de la ECN. Se llevé a cabo un andlisis macroscépico
del intestino delgado y el colon mediante un sistema de pun-
tuacion basado en el color intestinal, el grado de dilatacion
y la consistencia del intestino, tal y como sugieren y validan
Zani et al.® (Tabla II).

Para la evaluacién microscdpica, se fijé todo el intestino
en formaldehido durante 3 dfas, y el tejido se procesd con
deshidratacidn hasta ser envuelto en parafina. Los cortes his-
toldgicos se realizaron con microtomo (Leica Biosystems,
Nussloch, Alemania) a 4 micrones, y se llevo a cabo tincién
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Tablal.  Puntuacion del grado de anomalia clinica para la

evaluacion del estado clinico de las ratas recién nacidas.

Aspecto

TablaIl.  Sistema de puntuacion para la evaluacion

macroscopica intestinal validada por Zani et al.®

Consistencia intestinal

0 = Ténica y bien hidratada

1 = Mis delgada, pero igualmente ténica e hidratada
2 = Delgada, fldcida y deshidratada

3 = Ahogéndose y agonizando

Actividad natural

0 = Movimiento normal

1 = Capaz de retorcerse de un lado a otro si se le coloca en
posicién supina

2 = Incapaz de retorcerse de un lado a otro si se le coloca en
posicién supina

3 = Incapaz de mover las extremidades e inmévil

Respuesta al tacto

0= Alerta

1 = Respuesta a estimulacién leve

2 = Respuesta a estimulacién vigorosa

3 = Sin respuesta pese a recibir estimulacion vigorosa

Color corporal

0 =Rosa

1 = Palido (solo las extremidades)
2 = Palido (todo el cuerpo)

3 = Gris
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0 = Normal
1 = Moderadamente friable
2 = Extremadamente friable (como gelatina)

Color intestinal

0 = Normal
1 = Decoloracion desigual
2 = Decoloracion extensa

Dilatacion intestinal

0 = Sin dilatacién
1 = Dilatacién desigual
2 = Dilatacion extensa

con hematoxilina-eosina. A continuacion, se empled el sistema
de puntuacién modificado de Nadler et al.®19 para clasificar

el dafo histoldgico, tal y como se muestra en la figura 1.

Los datos fueron analizados con el programa IBM SpSS
Statistics V.29.0. El aspecto macroscdpico entre los grupos
se compar6 mediante la prueba de Mann-Whitney, mientras
que la presencia de ECN en los grupos B y C fue comparada
utilizando la prueba exacta de Fisher. Asimismo, se calcul6 la
OR para averiguar si la leche materna actiia como elemento

| Figura 1. Hallazgos intestinales
. histolégicos en RRN segtn la
escala de Nadler(®, conside-
rdndose diagnéstico de ECN
grados > 2 (tincién con hema-
' toxilina-eosina): A) Grado 0-1:
intestino normal, aprecidndose
desorganizacidn enterocitica
de las vellosidades; B) Grado

~ 2: desorganizacion enterocitica

de las vellosidades y grave sepa-
racion del nicleo de las vellosi-
dades; C) Grado 3: descamacién
epitelial de las vellosidades; D)

| Grado 4: necrosis/perforacién

| intestinal.
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Tabla III.  Hallazgos microscopicos entre los grupos segiin la
escala de Nadler9: el grupo LPS mostré una mayor
incidencia y mayores lesiones graves asociadas a la
ECN.

Grupo A Grupo B Grupo C

(Control) (LPS) (LM)

ECN  Grado 0 9 0 0

Grado 1 1 7 6
Grado 2 0 3 1
Grado 3 0 10 4
Grado 4 0 5 1
Total 10 25 12
Valor p 0,001

0,04 (OR=0,19)
0,001

Valores p< 0,05 considerados estadisticamente significativos.

de proteccion frente a la ECN, al igual que sucede en los
neonatos humanos.

RESULTADOS

Respecto al estado clinico, las RRN de los grupos LPS
y LM empezaron a mostrar signos y sintomas de ECN (pali-
dez, deshidratacion y distension abdominal) a las 48 horas.
Los dos grupos sometidos a estrés registraron una mortalidad
global del 89%. En el grupo LPS, 1a mortalidad fue del 92%,
incluidas las RRN que fueron eutanasiadas y las que murieron
antes de la dltima ingesta el dia 4. En el grupo LM, la morta-
lidad fue de aproximadamente el 83%, es decir, algo menor
que en el grupo LPS, pero sin que dicha diferencia alcanzara
significacion estadistica.

Macroscépicamente hablando, en el grupo control no
se observaron signos de dafo intestinal. Por su parte, en el
grupo LPS, el 72% de los sujetos mostraron cambios en el
aspecto, consistencia y dilatacion del intestino (puntuacion
> 3), mientras que en el grupo LM, los sujetos presentaron
menores dafios a nivel macroscépico (58%, puntuacion < 3),
con diferencias estadisticamente significativas (p= 0,002). En
el grupo LPS se registraron los mayores hallazgos macroscé-
picos potencialmente asociables al desarrollo de ECN.

En el examen histoldgico, el grupo control no mostré nin-
gliin cambio o anomalfa a nivel intestinal, con excepcién de
un sujeto con ECN de grado 1 tanto en el intestino delgado
como en el grueso. Sin embargo, en los dos grupos sometidos
a estrés (grupos LPS y LM), la incidencia global de la ECN
(grado 2 o superior) fue del 72,9%. La mayorfa de las lesiones
se encontraron en el intestino delgado, aunque también se
hallaron signos de ECN en colon y recto.
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M Grupo A (control) [ Grupo B (LPS) B Grupo C (LM)

ntuacion

Figura 2. Hallazgos macroscdpicos segtin el sistema de puntuacion
propuesto por Zani y cols.® para la evaluacion del aspecto, color y
dilatacion intestinales (como se muestra en la tabla II): las RRN del
grupo LPS registraron una puntuacion significativamente mayor en
comparacién con las del grupo LM.

Si comparamos los resultados de los grupos LPS y LM,
la incidencia de la ECN fue significativamente menor en el
grupo de leche materna (p= 0,04), actuando esta dltima como
elemento de proteccién (OR=0,19; IC 95%: 0,40-0,904) fren-
te a la ECN (Tabla III).

DISCUSION

Una agresion inicial como pueda ser la hipoxia genera
dafios leves a la mucosa, con el consiguiente aumento de
su permeabilidad. Pues bien, dicho aumento se considera un
elemento clave en el desarrollo de la ECN, dado que posibilita
la translocacion bacteriana, el reclutamiento de leucocitos
polimorfonucleares y el posterior dafio a los tejidos.

Existen diversos modelos de ECN experimental basados
en hipoxia, en férmula especial para ratas o en ambos!®, con
una incidencia del dafo intestinal similar al que provoca la
ECN de entre el 35% y el 71%. Sin embargo, nuestro grupo
no ha sido capaz de replicar estos modelos, observando una
incidencia de la ECN variable y mucho menor. Es precisa-
mente esta falta de coherencia la que hasta ahora no nos ha
permitido publicar ninguno de los resultados.

Para aumentar la incidencia y gravedad de la ECN experi-
mental, algunos autores® abogan por afiadir lipopolisacarido
a la férmula enteral administrada a las RRN, con el objetivo
de simular la carga bacteriana que se genera en los neonatos
afectados de ECN.

Con esta tltima modificacion, y llevando a cabo una eva-
luacién macroscopica siguiendo los criterios de Zani et al.®),
hemos logrado una mayor y més grave incidencia de la ECN.

La mortalidad asociada a la ECN fue significativamente
mayor en los grupos sometidos a estrés. Aunque la mortalidad
fue superior en el grupo LPS, no se hallaron diferencias signi-
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ficativas en comparacion con el grupo LM, probablemente a
causa del reducido tamafio muestral. No obstante, al analizar
los datos macroscépicos y microscopicos, se observo un ma-
yor dafio y una mayor incidencia de la ECN en el grupo que
recibié LPS oral, lo que significa que este tltimo potencia los
efectos, facilitando asi que se produzcan dafos intestinales
similares a los que provoca la ECN.

La ECN es la enfermedad perinatal adquirida con la mayor
morbi-mortalidad, llegando a afectar a 6rganos remotos como
el cerebro y aumentando considerablemente el riesgo de que
los lactantes puedan sufrir retrasos en su neurodesarrollo®0:2D,
A pesar de décadas de investigacion, la patogénesis de esta en-
fermedad sigue sin estar clara, y las estrategias de prevencion
son limitadas y no del todo exitosas. Una estrategia fundamen-
tal para los lactantes prematuros ha sido la administracién de
leche humana, tanto de la propia madre como de donantes.

Los componentes bioactivos de la leche materna colabo-
ran entre si para ofrecer diversos niveles de proteccion frente
ala ECN, con efectos inmunomoduladores, antiinfecciosos,
antioxidantes, colonizadores del intestino e impulsores del
crecimiento®>24).

Al igual que los neonatos humanos, las RRN tienen un
sistema inmunitario relativamente débil. Parte de su suministro
total de IgG se recibe a través del saco vitelino, mientras que
el resto debe absorberse intacto de la leche materna a través
del intestino. Por tanto, no es de extrafiar que la leche materna
ofreciera proteccion frente al desarrollo de la ECN en RRN,
incluso en cantidades tan modestas.

Habida cuenta de las particularidades que presentan los
neonatos en términos de fisiopatologia y farmacodindmica, los
nuevos tratamientos que se propongan para la ECN deberdn
basarse en estudios especificos mas que en extrapolaciones de
tratamientos eficaces para niflos mds mayores o adultos. As{
pues, es importante desarrollar modelos especificos para re-
cién nacidos que propongan nuevos objetivos terapéuticos®2)
para una enfermedad que sigue sin tener cura.

El empleo combinado de LPS oral, hipoxia y férmula
especial para ratas nos permitid replicar un modelo experi-
mental de ECN, con una incidencia significativa del 73%. El
modelo parece actuar de una manera muy similar a la ECN
en neonatos humanos, puesto que la LM también actia como
elemento de proteccion y reduce su incidencia.

El desarrollo de este modelo nos permitird explorar nuevos
objetivos terapéuticos para una gravisima enfermedad en la
que la prevencion es la tnica herramienta eficaz.
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