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Efectos de la administracion de glucocorticoides
prenatales en el desarrollo de la enterocolitis
necrosante en neonatos de rata wistar

Effects of prenatal steroids in the development of necrotizing
enterocolitis in wistar rat neonates

Sta. Laura Bortolin®, Dr. Marcelo Boer¢, Dra. Silvia Christiansen®,
Dr. Hernin Garcia Rivello®, Sta. Julieta Arbat® y Prof. Dr. Carlos Fustifiana®*

RESUMEN

Objetivos. Estudiar el efecto de la administra-
cién prenatal de corticoides enla evolucion clini-
cay el patrén histopatolégico de la enterocolitis
necrosante (ECN), en un modelo experimental.
Meétodos. Seincluyeron neonatos derata Wistar.
Elgrupo deestudio (GT) recibi6 tratamiento con
hidrocortisona (5 mg/kg) intraperitoneal, 24 y
48 h antes de la cesarea. El control (GC) recibi6
igual volumen de solucién fisioldgica. Los neo-
natos fueron mantenidos en incubadora a 35°C
sinexposicionalechematerna.Sealimentaronpor
sonda orogéastrica c/3 h. Seindujo ECN mediante
hipoxia/hipotermia, tres vecesal dia durante 72 h.
Se realiz reseccion intestinal completa e histo-
patologia con asignacién de puntaje de lesion.
Resultados. Los signos de ECN fueron irritabili-
dad y mal estado general, distensién abdominal,
intolerancia alimentaria, eritema de pared y he-
matoquezia. E160% (n=9) del GC (n=16) presentd
al menos 1 signo clinico contra 40% (n=6) del GT
(n=15). La aparicién de signos clinicos y la evo-
luciéon delos animales del GT1llev6, objetivamen-
te, un curso mas leve y atenuado comparado con
el GC. La mortalidad del GC fue del 40% contra
20% del GT. El estudio microscépico mostrd que
un 80% del GC presentaba histopatologia com-
patible con ECN, con grados variables de lesién
(50% de grado 3-4, correspondiente al méximo
dafio), mientras que solo 40% de los GT presen-
taba un patrén histolégico compatible (p <0,05).
Conclusiones. El tratamiento prenatal con glu-
cocorticoides demostré ser eficaz en la atenua-
ciéon de la presentacion clinica de la ECN en
ratas Wistar.

Palabras clave: enterocolitis necrozante, modelo
animal, corticoides prenatales.

SUMMARY

Introduction. Necrotizing enterocolitis (NEC) is
a frequent problem in preterm infants. Prenatal
treatment with steroids proved to be effective
for lung maturation and it is thought to have a
protective effect on the immature bowel.
Objectives. Tostudy the effects of prenatal treat-
mentwith steroids atthe onset, clinical courseand
histological pattern of NEC in an animal model.
Methods. Pregnant rats received treatment with
intraperitoneal hydrocortisone (5 mg/kg) 24
and 48 hrs prior to the expected date of deliv-
ery (group S). Control pregnant rats were in-
jected with normal saline, at the same timing

(group P). After term delivery by cesarean sec-
tion, both groups were kept in identical condi-
tions in a neonatal incubator at 35°C, away from
their mothers to prevent any exposure to breast
milk. Pups were fed every three hours with neo-
natal formula via an orogastric tube. To further
increase the susceptibility to NEC, pups were
exposed to hypoxia followed by hypothermia
three times a day for 72 hrs (H-H) or until devel-
opment of clinical signs of NEC. At that point,
each animal was anesthetized and euthanized.
The intestine was fixed for histological analysis.
Those animals which died before 72 hours were
excluded to prevent false positive results in the
histopathological exam.

Results. The clinical signs of NEC include oral
intolerance, gastric residuals, respiratory dis-
tress, abdominal distension, wall erythema and
hematochezia; 60% of animals in group P (n=16)
presented with at least one clinical sign, vs. 40%
of pups in group S (n= 15). The onset of clinical
signs and clinical course in group S was more
benign than in group P. Mortality rate was 40%
for pups in group P vs. 20% for group S (NS).
Histological analysis indicated that 80% of the
animals from group P showed signs of NEC, of
which 50% reached grade 3-4 (maximum score
of damage), whereas only 40% of the animals in
group S presented with signs of NEC (p<0.05),
all were of grade 0-1 (minimum histological
damage).

Conclusions. Prenatal treatment with steroids
was effective for amelioration of the onset and
clinical presentation in this model of experi-
mental NEC.

Key words: necrotizing enterocolitis, animal model,
prenatal steroids.

INTRODUCCION

La enterocolitis necrosante (ECN)
es una entidad grave y prevalente
que afecta predominantemente a neo-
natos pretérmino. Los eventos desen-
cadenantes no han sido establecidos
con claridad, pero se la ha asociado
con multiples factores, como: infec-
cion, alimentacion enteral, estrés,
parto por cesarea e inestabilidad cir-
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culatoria como integrantes de la fisiopatologia
de la ECN.'?

La ECN presenta una alta mortalidad en sus
formas graves y, ademas, tanto por su tratamien-
to clinico como quirtdrgico, presenta un espectro
de morbilidad que incluyen: estenosis, fistulas,
abscesos, sindrome de malabsorcién y ECN recu-
rrente. Otras complicaciones son secundarias a la
nutricién parenteral prolongada, como la coles-
tasis y la trombosis venosa secundaria a accesos
venosos centrales; el sindrome de intestino corto,
el sindrome compartimental postoperatorio, la
oclusioén intestinal y las complicaciones de los os-
tomas se asocian con su tratamiento quirtdrgico.**

Esta entidad constituye la causa mas comudn
de morbilidad dentro del grupo de neonatos con
patologia quirtrgica y alcanza valores de morta-
lidad de hasta 60% en los grados IV;>* publica-
ciones recientes muestran valores menores, pero
continta siendo alta.”

La investigacion en este campo ha sido in-
tensa, en especial en la bisqueda de desarrollar
modelos reproducibles de ECN en animales de
laboratorio, con el objeto de estudiar los meca-
nismos fisiopatogénicos y probar estrategias de
prevencién y tratamiento adecuadas.

En el campo de la prevencion, la terapia pre-
natal con glucocorticoides en pacientes embara-
zadas con riesgo de parto prematuro entre las 24
y las 34 semanas demostré ser un método eficaz
para alcanzar un grado de maduracién pulmonar
fetal adecuado para disminuir la morbimortalidad
fetal; asimismo, se observé un incremento de la
madurez intestinal por activacién de la absorcion
de lactosa. Un estudio multicéntrico sobre el uso
de corticoides prenatales observé como resultado
secundario disminucién de la incidencia de ECN.?

El objetivo del presente estudio fue evaluar
el efecto del tratamiento prenatal con hidrocorti-
sona en la incidencia y gravedad de ECN en un
modelo animal.

MATERIAL Y METODOS

Se aleatorizaron tres grupos de animales de es-
tudio: hembras de rata Wistar con libre acceso a
agua y alimento, mantenidas en bioterio en jaula
individual, con ciclos de luz-oscuridad de 12 ho-
ras y a 20 °C, prefadas (ver Figura 1).

Al Grupo Tratamiento (GT) se le administro 2
dosis de hidrocortisona (5 mg/kg) por via intra-
peritoneal a las 24 y 48 horas antes de la fecha
probable de parto (dia 21 de gestacién), mientras
que al Grupo Control se le administré, simultanea-
mente, el mismo volumen de suero fisiolégico
por la misma via. Se establecid, ademas, un Grupo
Sin Intervencion (grupo testigo simulado [sham]),
hembras prefiadas a las cuales se les permitié con-
tinuar con su prefiez hasta el término sin interven-
cién alguna.

Induccién de ECN (segtin Barlow y Santulli):
al cabo de 21 dias (tiempo de gestacién prome-
dio) se realiz6 la cesarea a las hembras prefia-
das de cada grupo. Se la efectud en incubadora
luego de induccién anestésica con sevofluorano
inhalatorio mediante campana. Se colocé al ani-
mal en dectibito dorsal, se lo fij6 y se administré
anestesia intraperitoneal con xilocaina + ketami-
na a dosis estandar segin peso. Se evaluo el es-
tado anestésico mediante la btisqueda del reflejo
palpebral y la respuesta al dolor. La antisepsia
se realizé con iodopovidona y luego de la colo-
cacién de campos quirtirgicos se realizé una inci-
si6on mediana subxifoidea con diéresis por planos
y hemostasia.

FiGura 1: Diagrama con la estrategia experimental de génesis de la enterocolitis necrosante
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Luego de la localizacién y exteriorizacion del
tutero se realiz6 una incisién longitudinal, extrac-

cién manual de los fetos después de la incision

del saco amniético y ligadura y seccién del cor-
doén umbilical.

Se procedio, por tltimo, al inmediato secado y
estimulacién bajo ldmpara infrarroja de las crias
y la ligadura de pediculos vasculares e histerec-
tomia, hemostasia y sutura por planos. Antisep-
sia y recuperacion en incubadora para mantener
normotermia. Todas las crias fueron secadas, es-
tabilizadas y pesadas.

Protocolo de alimentacion: se inici6 a los 30
minutos de vida con la colocacién de sonda oro-
gastrica (SOG) (catéter Percutaneo de Silastic,
Vygon® calibre 2F) y alimentaciéon con férmula
comercial. Para lograr un aporte de 200 Kcal/kg/
dia, comparables con las aportadas por la leche
de rata, se aliment6 a cada animal con 0,3 ml de
férmula cada tres horas. Se realiz6 estimulaciéon
manual para favorecer la deglucién en cada tur-
no de alimentacién. El control y registro de peso
se realiz6 en forma diaria en balanza electrénica
con error de 0,05 gramos.

Estrés por hipoxia: colocacién simultdnea de
cada animal del grupo en camara acrilica hermé-
tica precargada con nitrégeno gaseoso al 100%
durante 60 segundos.

Estrés por hipotermia: inmediatamente des-
pués de la hipoxia, colocacién de ambos grupos
en cdmara a 4 °C, durante 10 minutos. Una vez
finalizado el procedimiento, colocacién del gru-
po en su jaula de origen dentro de la incubadora.

Esta secuencia se repiti6 tres veces al dia a las
8:00, 14:00 y 20:00 horas.’

Al cabo de 72 h o ante a la aparicién de uno o

mas signos clinicos de ECN (letargia, distension

abdominal, eritema de pared, intolerancia oral,
vomitos, hematoquezia o dificultad respiratoria)

FIGURA 2: Distribucion de los animales en estudio

se procedio a la cirugia. Los animales que presen-
taron mortalidad espontdnea antes de completar
el protocolo hipoxia-hipotermia fueron exclui-
dos, para evitar la interpretacion de fenémenos
liticos postmortem como un falso positivo de le-
sion intestinal.

Reseccién intestinal: se realizé anestesia ge-
neral de las crias con sevofluorano inhalatorio
a través de mdscara y con el animal en dectibito
dorsal; mediante incisiéon mediana subxifoidea
hasta hipogastrio se exterioriz6 el intestino, se
identificaron las areas comprometidas y se efec-
tud la reseccioén intestinal desde duodeno hasta
recto-sigmoides. Luego se procedi6 al lavado de
la pieza quirtdrgica con solucién fisiolégica y fi-
jaciéon inmediata en formol al 10%. Por tltimo,
se procedié a la eutanasia mediante cardiotomia.

Para el estudio histopatolégico se realizé tin-
cién con hematoxilina-eosina segtin técnica ha-
bitual y anédlisis de cada muestra por un médico
patdlogo pediatra, ciego al grupo asignado al
azar. Se otorgo el puntaje de lesion intestinal uti-
lizado en modelos animales de ECN descripto por
Jilling: ' Grado 0, histologia normal; Grado 1,
esfacelo superficial del extremo de la vellosidad
intestinal; Grado 2, necrosis vellositaria; Grado 3,
pérdida vellositaria y Grado 4, destruccion com-
pleta de la mucosa con necrosis y hemorragia
transmural.

El presente estudio fue aprobado por el Comi-
té de investigacion del HIBA (2006) y financiado
por una Beca de la Fundacién Gianantonio.

RESULTADOS

La Figura 2 muestra la distribucién de las
crias de los dos grupos estudiados. El Grupo
Sham (no incluido en la Figura 2) no mostro6 le-
siones compatibles con NEC; 6 crias (2 en el gru-
po tratado y 4 en el control) fallecieron durante

Animales de estudio:

’ (n=31)
A\
Grupo Control Grupo Tratado
(n=16) (n=15)
A
No ECN ECN No ECN ECN:
(n=4) 25% (n=12) 75% (n=9) 60% (n=6) 40%

ECN: enterocolitis necrosante.
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la induccién de hipoxia-hipotermia y no ingre-
saron en el estudio.

El peso promedio al nacer de todos animales
(término) fue de 5,7 + 0,5 g, sin observarse dife-
rencias significativas entre los 3 grupos. Pese al
correcto calculo del aporte calérico necesario, se
registré una disminucién diaria del peso de 0,5 =
0,2 g en ambos grupos (NS).

En el Grupo Control (n = 16), 9 (60%) de los
animales presentaron al menos 1 signo clinico de
ECN, mientras que en el Grupo Tratado (n = 15),

TasLA 1: Caracteristicas de la poblacién

Grupo Grupo
Control Tratamiento
(n=16) (n=15)
Peso de nacimiento (g) 5,65+0,5 5,78+0,5
Pérdida de peso (g) 0,51+0,2 0,48+0,2
Signos clinicos presentes 9 (60%) 6 (40%)
Evolucién (gravedad) +++ ++
Mortalidad antes de 72 h 6 (40%) 3 (20%)
Hallazgos histolégicos + 12 (80%) 6 (40%)
e Grado 3-4 8 (50%) 0
e Grado 1 4 (25%) 6 (40%)
e Grado 0 4 (25%) 9 (60%)

solo 6 (40%) cumpli6 esta condicién. La aparicién
de signos clinicos y la evolucién ulterior de los
animales del Grupo Tratado llevo, objetivamente,
un curso mas leve y atenuado en comparacién con
el Grupo Control. La mortalidad antes de las 72 h
del Grupo Control lleg6 al 40% mientras que en el
Grupo tratado fue de 20% (Tabla 1). Como puede
verse en la Figura 3, se observé un predominio de
lesiones macroscépicas en el Grupo Control (A)
en comparacion con el Tratado (B).

El estudio histologico (ver Figura 4) mostrd
que un 80% de los animales del Grupo Control
presentaba histopatologia compatible con ECN,
con grados variables de lesién, 50% de grado 3-4,
(B) correspondiente al médximo dafio, mientras
que solo 6 (40%) de los tratados presentaba un pa-
tron histolégico (A) compatible con lesion intesti-
nal y todos de grado 0-1 (minima lesion) y el resto
sin lesiones. Estas diferencias fueron significativas
(p<0,05, OR= 0,17, IC 95%: 0,04-0,79).

DISCUSION

Existen diversos modelos de induccién expe-
rimental de ECN, como: hipoxia generada por at-
mosfera de CO,,"" durante 5 minutos, seguida de
reoxigenacién durante 10 minutos, disminucién

FiGura 3: Vista macroscopica de pieza quirtirgica correspondiente a animal del Grupo Tratado (A). Compdrese con la necrosis

y la hemorragia en la pieza del Grupo Control (B)
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del dafo con leche humana,’ ' distension intes-
tinal mediante inyeccién de aire intrarrectal,” hi-
poxia- reoxigenacién sin distension intestinal'®"
y clampeo de la arteria mesentérica superior con

inyeccién intraluminal de PAF (factor activador

de plaquetas) y sin ella.*?!

El modelo descrito por Barlow y Santulli, y sus
sucesivas adaptaciones,’® a pesar de las dificul-
tades técnicas para su implementacion, es el més
representativo de la serie de episodios que con-
ducen a la ECN™'%*2 en los seres humanos, pues
toma en cuenta la ingesta como un factor desenca-
denante y significativo en su fisiopatologia.

Una de las dificultades para la induccién de
ECN en este modelo es que presenta una alta ta-

sa de mortalidad de las crias antes de la iniciacién

de la lesién. En nuestro caso, la tasa de pérdida
de crias fue similar a la comunicada por otros au-
tores y por nosotros mismos en la puesta a pun-
to del modelo, siendo ésta dependiente de causas
perinatales e instrumentales. La principal compli-
cacion es la recuperacion posanestésica. La ma-
dre debe ser sometida a anestesia general, lo cual
implica que las crias nazcan también anestesia-
das, hecho que dificulta la adaptacion a la respi-
racion espontanea y constituye la principal causa
de muerte. Ademas, durante la anestesia intrape-
ritoneal y debido al desplazamiento medial del
ttero bicorne por la cantidad de fetos, aumenta
la posibilidad de punzar directamente a un feto
intrattero, con el consecuente impacto en la mor-
talidad fetal y materna, esta tltima por falta de
adecuada anestesia.

La recuperacién posanestésica bajo lampa-
ra infrarroja y el traslado inmediato a incuba-
dora se vuelven imprescindibles para prevenir

la hipotermia, que se traduce clinicamente co-
mo letargia, rechazo al alimento y aumento de
la mortalidad durante las primeras 24 h, signos
que son también compatibles con ECN (por ello
se tuvo extremo cuidado en evitarla). La pérdida
de peso que se registra en los animales de estu-
dio (pese al correcto célculo del volumen de la
férmula y el aporte caldrico), probablemente sea
atribuible en parte a las dificultades que presenta
la colocacion de una sonda orogastrica y la con-
secuente alimentacion con la totalidad del volu-
men calculado, y al rechazo del alimento como
signo temprano de ECN.

Una de las principales dificultades del estu-
dio es que se requieren controles muy estrictos y
frecuentes, especialmente a partir de las 24-36 h
de comenzada la induccién para resecar el intes-
tino mientras el animal todavia vive (previo a la
muerte espontanea).

La comprobacion de lesién histopatolégica
(grados 3-4) en animales expuestos a formula més
estrés se equipara a los resultados obtenidos por
diversos grupos de investigacion que inoculan
LPS por via oral, previo al inicio de la alimenta-
cién con férmula como medio para maximizar la
tasa de obtencion de ECN, por lo cual este modelo
muestra capacidad para producir ECN en condi-
ciones similares a las de la clinica.

En el presente estudio, el uso de hidrocorti-
sona mostré una capacidad de reducir el dafio
de la mucosa intestinal en ratas sometidas a es-
trés. Resta dilucidar cudl es el mecanismo de este
efecto protector.?** Creemos que el uso prenatal
de corticoides puede interferir en la lesién epi-
telial directa por peroxidacién de la membrana e
inhibir la apoptosis® por inactivacion de la pro-

FiGURA 4: Histopatologia correspondiente a animal del Grupo tratado (A), grado 1 y del Grupo control (B), compatible con

grado 3-4 de lesion intestinal por ECN (10x)
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caspasa 3, evitando el dafio mitocondrial por li-
beracién del citocromo C. B
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