UNIVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN
ESCUELA DE POSGRADO
CIENCIAS DE LASALUD

EFECTO DE LA ERITROPOYETINA EN LA PREVENCION DE
LA ENTEROCOLITISNECROTIZANTE EN UN MODELO
EXPERIMENTAL ISQUEMICO EN RATAS INSTITUTO
NACIONAL DE SALUD DEL NINO

LINEA DE INVESTIGACION: CIENCIAS DE LA SALUD

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS
DE LA SALUD

TESISTA: VILLALOBOS ALVA JENNY BEATRIZ

ASESOR: DR. MORE FLORES MARIO MARCELINO

HUANUCO - PERU
2021



DEDICATORIA

A mis padres, por producir inspiracion en los trabajos que hago.
A cada uno de los miembros de mi familia, por su apoyo espiritual y aprecio que

me tienen.



AGRADECIMIENTO

A las personas con quienes he compartido las experiencias profesionales. Por
haber producido una convivencia constructiva. No obstante, lo complicado y
comprometido que significa hacer agradecimientos, quiero expresar mi gratitud a
las siguientes personas:

Al personal profesional del Instituto Nacional del Nifio, por el apoyo institucional
para hacer la tesis.

Al Instituto Nacional del Nifio, y a los profesionales que han participado
voluntariamente en este estudio, por brindarme sus experiencias en sus trabajos de
investigacion, confianza y su colaboracion.

A cada uno de los docentes del Doctorado en Ciencias de la Salud de la
Universidad Hermilio Valdizan, por su confianza, sus acertadas orientaciones, sus
ensefianzas en cada una de las asignaturas y especialmente en las asignaturas del
area de investigacion, porqueme prepararon para aprender investigacion y hacer
la tesis.

A los docentes a quienes les encargaron la asesoria de la tesis, evaluacion del
proyecto de investigacion y la elaboracion del Informe final. Sin el apoyo
incondicional de estas personas la tesis hubiera sido més dificil de hacer.

A mi asesor de tesis el Dr. Mario Marcelino More Flores quien me impulso a
continuarcon el desarrollo de mi vida profesional y culminar el presente trabajo

de investigacion.



RESUMEN

La enterocolitis necrotizante (NEC) es la enfermedad gastrointestinal mas
comun adquirida en el recién nacido prematuro. Se caracteriza por la aparicion de
lesiones isquémicas en el intestino delgado y el colon a veces puede progresar a
necrosis mural trans y la perforacion de la pared intestinal, a nivel mundial no hay
tratamiento para esta entidad. Objetivo: Determinar el efecto de la eritropoyetina
sobre la necrosis intestinal producida por la ligadura alternada de arterias
mesentéricas radiales. Material Métodos: estudio experimental en ratas. Se
Incluyeron 84 ratas albinas, que fueron divididos en 2 grupos: El grupo A, sufrieron
la aplicacion de 500 Ul / uso subcutaneo de eritropoyetina. durante siete dias seguidos
de ligadura alternado de las arterias mesentéricas radiados durante 60 minutos. En
el grupo B se le aplico suero fisioldgico 0,5ml en la misma hora indicada que el
grupo A, seguido de ligadura alternadamente durante 60 minutos, de las arterias
mesentéricas radiadas del intestino. El grupo de animales experimental 42 (100%),
que recibid tratamiento previo con eritropoyetina. En el 83.33 % de los casos,
presentaron grados leves de necrosis (grado | y Il escala de Chiud). El grupo
CONTROL 42 (100%) animales tratados solo con suero fisiologico en el 50 % de
los casos, presentaron grados severos de necrosis (grado 111y IV escala de Chiud).
Conclusion. La aplicacion de la eritropoyetina, siete dias antes de la ligadura de
arterias mesentéricas radiales el intestino, tiene un efecto protector en el tejido
intestinal contra la necrosis causada por isquemia. en el modelo animal de

enterocolitis necrotizante.

Palabras claves: Eritropoyetina, enterocolitis necrotizante, efecto Protector
Eritropoyetina.



ABSTRACT

Necrotizing enterocolitis (NEC) is the most common gastrointestinal disease
acquired in the premature newborn. It is characterized by the appearance of ischemic
lesions in the small intestine and the colon can sometimes progress to trans mural
necrosis and perforation of the intestinal wall, worldwide there is no treatment for
this entity. Objective: To determine the effect of erythropoietin on intestinal necrosis
caused by alternate ligation of radial mesenteric arteries. Material Methods:
experimental study in rats. 84 albino rats wereincluded, which weredivided into 2
groups: Group A, suffered the application of 500 IU / subcutaneous use of
erythropoietin. for seven days followed by alternate ligation of the radiated
mesentericarteries for 60 minutes. In group B, 0.5 ml physiological serum was applied
at the same time indicated as group A, followed by alternately ligation for 60 minutes,
of the radiated mesenteric arteries of the intestine. Results The experimental animal
group 42 (100%), which received previous treatment with erythropoietin. In 83.33%
of the cases, they presented mild degrees of necrosis (grade I and Il Chiud scale) The
CONTROL group 42 (100%) animals treated only with physiological serum in 50%
of the cases, presented severe degrees of necrosis (grade Il and IV Chiud scale).
Conclusion. The application of erythropoietin, seven days before the ligation of
radial mesenteric arteries in the intestine, has a protective effect on theintestinal
tissue against necrosis caused by ischemia. in the animal model of necrotizing

enterocolitis.

Keywords: Erythropoietin, necrotizing enterocolitis, erythropoietin protective effect.
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RESUMO

A enterocolite necrosante (ECN) é a doenca gastrointestinal mais comum
adquirida em recém-nascidos prematuros. Caracteriza-se pelo aparecimento de
lesbes isquémicas no intestino delgado e célon, que por vezes podem evoluir para
necrose transmural e perfuracdo da parede intestinal, ndo existindo tratamento
mundial para esta entidade. Objetivo: Determinar o efeito da eritropoietina na
necrose intestinal produzida pela ligadura alternada das artérias mesentéricas
radiais. Métodos Materiais: estudo experimental em ratos. Foram incluidos 84 ratos
albinos, que foram divididos em 2 grupos: Grupo A, submetido & aplicacdo de 500
Ul/via subcutanea de eritropoietina. por sete dias seguido de ligadura alternada das
artérias mesentéricas irradiadas por 60 minutos. No grupo B, foram aplicados 0,5
ml de soro fisioldgico no mesmo horario indicado no grupo A, seguido de ligadura,
alternadamente por 60 minutos, das artérias mesentéricas irradiadas do intestino. O
grupo experimental de animais 42 (100%), que recebeu tratamento prévio com
eritropoetina. Em 83,33% dos casos apresentavam graus leves de necrose (graus | e
Il da escala de Chiud). No grupo CONTROLE 42 (100%) animais tratados apenas
com soro fisiolégico, em 50% dos casos, apresentaram graus severos de necrose
(graus 111 e IV na escala de Chiud). Conclusédo. A aplicacdo de eritropoietina, sete
dias antes da ligadura das artérias mesentéricas radiais do intestino, tem efeito
protetor do tecido intestinal contra necrose causada por isquemia. no modelo animal

de enterocolite necrosante.

Palavras chave: Eritropoietina, enterocolite necrosante, Eritropoietina Efeito

protetor.
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INTRODUCCION

La presente investigacion se refiere al tema de Enterocolitis necrotizante lo
cual es una enfermedad inflamatoria intestinal grave que afecta a los recién
nacidos, especialmente a los prematuros, en los que se produce lesiones de la pared
intestinal y enla mayoria de los casos puede llevar a los pacientes a graves cuadros
de abdomen agudo (perforacién intestinal) con consecuencia funesta en las que
sobrevivan. Una vez establecida esta enfermedad, no existe tratamiento, conocido

a nivel mundial.

Desde el punto de vista profesional queremos contribuir con la salud de
nuestros nifios, y poder generar un tratamiento que atende y mejore esta enfermedad
de nuestros pequefios pacientes.

El presente trabajo de “Efecto de la eritropoyetina en la prevencion de la
enterocolitis necrotizante en un modelo experimental en ratas Instituto Nacional de
Salud del Nino” pretende comprobar que la eritropoyetina puede contribuir en
disminuir el grado de necrosis intestinal en estos pacientes con su uso.

La presente investigacion consta de:

En el Capitulo | se describe el problema a investigar, su justificacion e
importancia de este, se plantea la interrogante ¢ Cual es el efecto de la eritropoyetina
recombinante en la prevencion de la necrosis intestinal en el modelo experimental?
Se plantea losobjetivos generales y especificos, asi como la hipotesis alternativa en
la cual se afirma que la eritropoyetina recombinante tiene un efecto protector sobre
la necrosis intestinal en un modelo experimental de necrosis. Se describen las
variables dependientes y el grado de necrosis de acuerdo con la escala de Chiud, asi
como la variable independiente que es la accion de la eritropoyetina, en este capitulo

también se describe la escala de grados de necrosis de acuerdo con Chiud.



El Capitulo 11, trata del marco tedrico y describe los aspectos monograficos
de la enterocolitis necrotizante y los antecedentes de la accion de la eritropoyetina
en la prevencion de los recién nacidos con enterocolitis necrotizante y el uso de esta

en la prevencion de la necrosis renal e intestinal.

En el Capitulo Ill, trata de la metodologia, como el trabajo de tipo
experimental se realiz6 en el Servicio de Cirugia Experimental del Instituto
Nacional de Salud del Nifio ubicado en Brefia, se describe el célculo del tamafio
muestral utilizando la formula para la comparacion de dos proporciones, se describe
el procedimiento utilizado en los dos grupos, tanto el grupo control como el

experimental y la comparacion histologica utilizando la escala de Chiud.

En el capitulo IV se describen las frecuencias asociados a los grados de
necrosis tantos en los grupos control y experimental, también se describe la prueba
de comparacion de dos proporciones asi como la prueba exacta de Fisher, para
comprobar la hipotesis, la cual demostro un efecto protector de la eritropoyetina, en
este capitulo también se realiza la discusion de los resultados y se explica porque la
eritropoyetina tiene un efecto protector, se incluyen las conclusiones y las
recomendaciones, la bibliografia y las fotografias del procedimiento en las ratas
recién nacidas, asi como las microfotografias de los grados delas necrosis intestinal

En la redaccidn del presente trabajo se han seguido las pautas para tesis de
enfoquecuantitativo, recomendada por la escuela de posgrado de la Universidad

Hermilio Valdizan de Huanuco.
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CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION

1.1. Fundamentacién del problema

La Enterocolitis Necrotizante es una enfermedad letal que cominmente afecta
al paciente prematuro, neonato con bajo peso, sufrimiento fetal y lactantes por
problemas gastroentéricos.!

Esta patologia se caracteriza por necrosis de la mucosa intestinal de longitud
y espesor variable, con perforacion en mas de un tercio de los afectados quienes
presentan cuadros severos de sepsis que lleva falla multiorganica 789111314

En la actualidad a pesar del gran interés clinico por la enterocolitis
necrotizante aun permanece como una enfermedad de etiologia y patogénesis
incierta 231215

Su tasa de mortalidad en las unidades de cuidados intensivos es del 20 al
50% y en nuestro medio es del 92%. Una vez que la enfermedad se ha establecido
poco se puede hacer para alterar el curso de esta 6,16,11

De alli la necesidad de ensayar tratamientos que ofrezcan la oportunidad,
evitar la necrosis intestinal y sus consecuencias posteriores. Por esta razon desde el
punto de vista experimental se han ensayado una serie de tratamientos como
utilizacion de farmacos que bloguean la respuesta inmunologica, uso de anticuerpos
monoclonales como el anti TNF, anti PFA, ibuprofeno, corticoides, n- acetil
cisteina*>10:12

En trabajos de investigaciones se ha descrito el efecto protector de la
eritropoyetina en la prevencion de la necrosis renal >°

El efecto protector de la Eritropoyetina sobre el desarrollo de la Enterocolitis
Necrotizante, no ha sido probado en el modelo de necrosis isquémica del intestino

por ligadura alterna de las arterias mesentéricas radiales del intestino de la rata.?0!

El proposito de esta investigacion fue, conocer el efecto de la eritropoyetina

en la prevencion de la necrosis intestinal en este modelo experimental, en ratas.
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1.2. Justificacion e importancia

En el INSN en 1985 se realizé un estudio descriptivo sobre 25 casos de NEC
en lactantes y se encontr6 una mortalidad del 92%'%! Es la emergencia
gastrointestinal neonatal mas prevalente. La prematuridad y el bajo peso al nacer son
factores de riesgo significativos asociados con su incidencia, gravedad, tasa de
mortalidad y complicaciones. En los ultimos afios, se ha observado un aumento en su
incidencia debido al incremento en el numero de nacimientos prematuros y la
supervivencia de neonatos prematurost?. Aunque la mayoria de los casos son
esporadicos, se han registrado brotes vinculados a infecciones, especialmente las
adquiridas en entornos hospitalarios.?°. Ahi radica la justificacion del problema: se
requiere que el investigador busque tratamientos preventivos para reducir la
progresion de esta enfermedad. Se caracteriza por la presencia de lesiones isquémicas
en el intestino delgado y el colon, que en algunos casos pueden evolucionar hacia
necrosis transmural y perforacion de la pared intestinal. Por tanto, se trata de una de
las urgencias quirdrgicas neonatales mas comunes.

La relevancia de este estudio reside en que, por primera vez, se emplea un
modelo experimental para inducir la enterocolitis necrotizante, evaluando la eficacia
de la eritropoyetina recombinante en la prevencion de la necrosis intestinal en dicho
modelo animal. Esta investigacion es pertinente dado que, hasta el momento, no se
ha encontrado una cura o una forma de prevencion efectiva en paises
latinoamericanos y en todo el mundo que pueda salvar la vida de los pacientes
afectados por esta enfermedad.

Desde una perspectiva teorica, la justificacion radica en la necesidad de
comprender si los efectos antiinflamatorios de la eritropoyetina y su capacidad
preventiva en la necrosis renal se extienden al proceso de necrosis intestinal en el
modelo animal.

En caso de obtener resultados positivos en esta investigacion, podria
considerarse la posibilidad de utilizar la eritropoyetina como medida preventiva de la
enterocolitis necrotizante en situaciones de emergencia en infantes afectados por esta
enfermedad. Esto seria especialmente relevante dado que la eritropoyetina se utiliza

con seguridad para elevar los niveles de hemoglobina en pacientes con anemia.
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1.3.1. Importancia o proposito

El proposito de nuestro estudio fue de carécter doble: En primer lugar,
buscar una solucién preventiva al proceso de necrosis intestinal en curso,
utilizando un medicamento como es la Eritropoyetina recombinante humana, en
el modelo animal, con la finalidad de aplicar esta terapia en recién nacidos, con
riesgo de padecer enterocolitis necrotizante ’

El segundo propdsito fue presentar este estudio para obtener el grado
de Doctor enCiencias de la Salud, en la unidad de post. Grado de la

Universidad Hermilio Valdizan.

1.3. Viabilidad de la investigacion

La investigacién fue viable porque no hubo dificultades en lo concerniente a los
recursos financieros. Se contd con todos los requerimientos de materiales e
instrumentos. Se tuvo las facilidades al alcance del investigador, ya sea economica,
administrativa y tecnoldgico gracias al apoyo profesional, tanto en lo que respecta al
personal que labora en el Instituto de Salud de Nifio y lo que respecta al apoyo externo,
tampoco hubo dificultades para contar con un estadistico, todo esto con

una  eficaz asesoria metodologica. Y sobre todo este estudio se realizd en
un modelo experimental en animales con la debida ética necesaria, con los permisos
correspondientes por parte de la institucion y con la participacion de un médico
veterinario para ofrecer todas las medidas de sedacion necesaria y se evitd el

sufrimiento de los animales

1.4. Formulacién del problema

1.4.1. Problema general
¢Cual es el efecto de la Eritropoyetina en la prevencion de la
enterocolitis necrotizante Utilizando un modelo experimental en el que se

ligan los vasos sanguineos y linfaticos mesentéricos en forma alternada en
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ratas?

1.4.2. Problemas especificos

» ¢Cual es el grado de necrosis intestinal de acuerdo a la escala de
Chiud, en el grupo experimental que recibié eritropoyetina
durante siete dias previos a la ligadura de vasos sanguineos y

linfaticos mesentéricos?

» ¢Cuél es el grado de necrosis intestinal de acuerdo a la escala de
Chiud en el grupo experimental con ligadura de vasos sanguineos
y linfaticos mesentéricos a quienes se les aplica suero
fisiologico siete dias antes. Luego ligadurapor 60 min y después

retiro del tejido?

1.5. Formulacién del objetivo

1.5.1. Objetivo general

Determinar el efecto protector de la eritropoyetina sobre la necrosis
intestinalproducida por la ligadura alterna de los vasos sanguineos y linfaticos
mesentéricos.

1.5.2. Objetivos Especificos

» Evaluar el grado de necrosis intestinal de acuerdo con la escala de
Chiud, en el grupo de animales que recibi6 eritropoyetina durante 7
dias previos a la ligadura de vasos sanguineos y linfaticos
mesentericos.

» Precisar el grado de necrosis intestinal de acuerdo con la escala de
Chiud en el grupo experimental con ligadura de vasos sanguineos y
linfaticos mesentéricos a quienes se les aplica suero fisiologico 7 dias

antes. Luego ligadura por 60 minutos y después retiro del tejido.
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CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion
La frecuencia de la necrotizante enterocolitis (NEC) se sitla entre 1 y 3 casos
por cada mil recién nacidos vivos, segun informes 22,23. Esta condicion afecta al 5%
de los nifios con peso bajo al nacer, y aumenta al 10% en aquellos con peso muy bajo.
Un porcentaje significativo, que oscila entre el 30% y el 50%, necesitara
-procedimientos quirdrgicos, y la tasa de mortalidad en este grupo es

considerablemente elevada 2

La causa precisa de la necrotizante enterocolitis (NEC) aun no se comprende
completamente. Se han identificado varios factores en su origen, entre los cuales se
destaca la falta de madurez del sistema inmunoldgico de la mucosa intestinal, la
insuficiente perfusién sanguinea, la presencia de sustancias hiperosmolares en la
alimentacion y la exposicion a agentes infecciosos. Gracias al diagnostico precoz, los
avances en la atencion neonatal y, en ocasiones, la intervencion quirurgica, se ha
logrado una disminucién considerable en la tasa de mortalidad, aungue esta persiste
en alrededor del 25%. No hay un tratamiento especifico, y las medidas conservadoras
son la estrategia principal una vez que la enfermedad se manifiesta.

Aunque la intervencion quirdrgica temprana ha tenido un impacto notable en
la mejora de la supervivencia, las consecuencias de las resecciones intestinales
extensas son diversas. Uno de los resultados més destacados es el sindrome del
intestino corto, que conlleva la necesidad de depender de una alimentacion parenteral
prolongada, junto con todos sus posibles efectos secundarios. 2627,

Gracias a los avances en la atencion ofrecida en las unidades neonatales, la tasa
de supervivencia de los recién nacidos prematuros esta en aumento, lo que resulta en
un crecimiento del nimero de pacientes con un alto riesgo de padecer esta enfermedad.
Por consiguiente, es esencial no solo investigar y desarrollar nuevas modalidades de
tratamiento, sino también establecer métodos preventivos que puedan aplicarse a
aquellos pacientes con un riesgo elevado.

La eritropoyetina (Epo) es una hormona producida por el rifion en respuesta

a la anemia. Su funcién principal es regular la produccion de globulos rojos
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mediante la interaccion con receptores celulares especificos, lo que inhibe la
apoptosis y estimula la maduracion celular. Desde 1985, la eritropoyetina
recombinante se ha utilizado como tratamiento para la anemia durante el
embarazo?®. La presencia de eritropoyetina (Epo) en la leche humana®® y la
existencia de receptores funcionales de Epo en el intestino delgado fetal y postnatal
sugieren su posible papel en el crecimiento y desarrollo del tracto gastrointestinal.
Ademas, estudios epidemiologicos indican que el riesgo de desarrollar enterocolitis
necrosante (NEC) es menor en recién nacidos prematuros cuyas madres fueron
tratadas con Epo durante el embarazo®?. Dado estos hallazgos, nuestra hipdtesis
plantea que la administracion subcutanea de eritropoyetina recombinante podria
tener un efecto protector en el desarrollo de la enterocolitis necrosante (NEC). El
proposito de este proyecto de investigacion es evaluar el impacto preventivo de la
eritropoyetina administrada por via subcutdnea en un modelo experimental
utilizando ratas de 15 dias de vida.

La eritropoyetina (Epo) no solo tiene un papel fundamental como factor
tréfico en el desarrollo del intestino durante el periodo neonatal, como se mencion6
previamente, sino que también se ha sugerido que podria tener un efecto preventivo
en las lesiones intestinales asociadas a patologias como la gastrosquisis.. Este efecto
preventivo se postula especialmente en las lesiones que afectan al tejido intestinal 2.
Un estudio relevante en este contexto es el llevado a cabo por Ledbetter y Juul56.
Basandose en investigaciones previas de este grupo acerca del impacto de la
eritropoyetina (Epo) en el intestino inmaduro, los autores formularon la hipotesis de
que la administracion de eritropoyetina recombinante a recién nacidos prematuros, ya
sea como medida preventiva o como tratamiento de la anemia, podria tener un efecto
protector en el desarrollo de la enterocolitis necrosante (NEC). Para examinar esta
hipdtesis, llevaron a cabo un estudio retrospectivo de cohortes, recopilando
informacidén de una base de datos mantenida de manera prospectiva. En este estudio,
los investigadores eligieron recién nacidos prematuros con un peso al nacer superior
a 500 gramos pero inferior a 1250 gramos. Aquellos que habian sido sometidos a
tratamiento con eritropoyetina (Epo) en cualquier momento antes de desarrollar
enterocolitis necrosante (ECN), en caso de que esta ocurriera, fueron asignados al

grupo de Epo recombinante (rEpo). Por otro lado, aquellos que nunca recibieron Epo
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recombinante o que la recibieron después del diagnostico de la NEC fueron asignados
al grupo de control.

La variable principal evaluada en el estudio fue el diagnostico de enterocolitis
necrosante (ECN) en estadio Il o 111 segun la clasificacién de Bell. Al analizar un total
de 483 recién nacidos, se observd que 260 (54%) recibieron eritropoyetina (Epo),
mientras que 223 (46%) fueron asignados al grupo de control. Ambos grupos
presentaron similitudes en cuanto a las caracteristicas basales. El resultado mas
notable fue una menor incidencia de enterocolitis necrosante (ECN), con 12 casos de
260 (4.6%) en el grupo que fue tratado con eritropoyetina (Epo), en contraste con 24
de 223 (10.8%) recien nacidos que no recibieron Epo (p=0.028).

La gravedad de la enterocolitis necrosante (NEC), clasificada segln los
criterios de Bell, fue similar en ambos grupos. Aunque existen limitaciones
metodoldgicas inherentes a un estudio retrospectivo no controlado, los resultados de
este trabajo han establecido una base para investigaciones adicionales sobre el posible
papel de la eritropoyetina (Epo) en la prevencion de la NEC.

En un sentido diferente, se ha examinado el impacto de la eritropoyetina (Epo)
en dos estudios experimentales de enterocolitis necrosante (NEC) utilizando el
modelo de hipoxia-reoxigenacion. Sin embargo, hasta el momento, los resultados
obtenidos han sido contradictorios.> 7,

Por otra parte, diversos estudios han respaldado el efecto protector de la
eritropoyetina (Epo) en lesiones provocadas por isquemia-reperfusion en varios
organos, incluido el intestino. No obstante, es importante resaltar que todos estos
estudios han empleado modelos con ratas adultas. Hasta ahora, no se ha explorado el
impacto de la eritropoyetina (Epo) en lesiones por isquemia-reperfusion en ratas
recién nacidas. En estas investigaciones, se han propuesto diversos mecanismos de
accion para explicar el efecto de la Epo, entre los cuales se incluyen la inhibicion de
la formacion de éxido nitrico, la reduccion del estrés oxidativo y la inhibicion de la
apoptosis. A pesar de los estudios mencionados, la pregunta sobre el impacto
beneficioso de la eritropoyetina (Epo) en la enterocolitis necrosante (ECN) sigue

siendo motivo de controversia.

Después del estudio de Ledbetter y Juul*?, no se ha realizado ningln otro estudio
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clinico aleatorizado para investigar si la eritropoyetina previene la enterocolitis
necrosante en recién nacidos prematuros y/o de bajo peso. A pesar de ello, es
importante destacar que las revisiones sistematicas realizadas por la Cochrane Library
sobre la administracion de eritropoyetina (Epo) para prevenir la anemia en recién
nacidos prematuros pueden ofrecer informacion adicional sobre posibles efectos de la
Epo en otros aspectos de la salud neonatal %64, Aunque no se evidencié una
disminucién significativa en la incidencia de enterocolitis necrosante (ECN) vinculada
a ese tratamiento, es fundamental destacar que ninguno de los estudios incorporados
habia sido planificado con ese proposito especifico. Por lo tanto, se aguarda la
realizacion de un ensayo clinico controlado, y es imperativo proseguir con la
investigacion en modelos experimentales para profundizar en la comprension del efecto

de la eritropoyetina (Epo) en la ECN y sus mecanismos de accion.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Entero colitis necrotizante (NEC)

La enterocolitis necrosante (ECN) es la patologia digestiva adquirida
mas comun y grave, especialmente durante el periodo neonatal. A pesar de que
se tiene conocimiento de esta entidad desde hace mas de 100 afios, su etiologia
aun no se comprende completamente, lo que complica su prevencion. La
isquemia, el crecimiento bacteriano excesivo y la respuesta inflamatoria
sistémica desempefian un papel destacado en el desarrollo de la enterocolitis
necrosante (ECN), y el resultado comdn en todos los casos es la necrosis del
intestino, ya sea con o sin perforacidn intestinal. El tratamiento, especialmente
en casos avanzados, continda siendo objeto de controversia, y la mortalidad
sigue siendo elevada a pesar de los avances en la comprension y manejo de la

enfermedad. 13410,

2.2.2. Etiologia y Patogénesis

La etiologia de la enterocolitis necrotizante (ECN) es desconocida, pero
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la mayoria de los estudios sugieren que es multifactorial. En 1975, Santulli y
colaboradores propusieron que tres factores esenciales participan en el
desarrollo de la enfermedad: la lesion hipoxico-isquémica de la mucosa
inmadura, la alimentacion artificial, especialmente en prematuros, y la presencia
de bacterias, considerada como un factor inductor o concomitante del proceso
33

La mayor susceptibilidad de los nifios prematuros se atribuye a la
inmadurez de varios aspectos, incluyendo la motilidad intestinal, la funcion
digestiva, la regulacién del flujo sanguineo mesentérico, asi como a aspectos

inmunolégicos, tanto locales como sistémicos 58

2.2.3. Fisiopatologia de la enterocolitis necrotizante

La fisiopatologia de la enterocolitis necrotizante (ECN), debido a las
causas mencionadas previamente en la etiopatogenia, conllevaria a una
alteracion en la permeabilidad de la barrera intestinal. Esto permitiria el paso
de lipopolisacaridos bacterianos o la translocacién bacteriana. Estos
componentes, al interactuar con el sistema de macréfagos, los activarian para
liberar citocinas como el Factor de Necrosis Tumoral alfa, el Factor de
Agregacion Plaquetaria e Interleucinas como IL1, IL2 e IL6. Estas citocinas
inducirian una respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), resultando en
hemorragia y necrosis a nivel intestinal. 49101112, Se ha planteado la hipdtesis
de que la presencia de hipoxia, debida a la disminucién del flujo sanguineo en
tejidos como el intestino, y especialmente durante el proceso de reperfusion,
resulta en la liberacion de metabolitos derivados del oxigeno, como el peréxido
de hidrégeno y el radical hidroxilo. Estos metabolitos no solo causan necrosis
a nivel celular, sino que también pueden afectar a tejidos a distancia. %1%,
Desde este enfoque, es esencial tener en cuenta los conceptos actuales sobre
inmunomodulacion al utilizar antibidticos que no tengan efectos liticos
liberadores de lipopolisacaridos bacterianos. Estos ultimos, ldgicamente,
podrian agravar el proceso inflamatorio sistémico *°. Otro aspecto al que se le

estd dando menos importancia es el uso de anticuerpos especificos para
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citocinas. Hasta mi ultima actualizacion en enero de 2022, no tengo
informacion especifica sobre el estudio mencionado de Exley y colaboradores
con anticuerpos monoclonales de tipo murino anti Factor de Necrosis Tumoral
alfa (FNT alfa) en pacientes con shock septico. Sin embargo, los resultados
mencionados sugieren que se logrd una elevacion sostenida de la presion
arterial media en este contexto.’

En cuanto al uso de inhibidores para las interleuquinas IL1, IL2 e IL6 a
nivel experimental, es conocido que estas interleugquinas desempefian un papel
clave en la respuesta inflamatoria y la regulacion del sistema inmunoldgico. La
inhibicion de estas interleuquinas se ha explorado en diversas condiciones
inflamatorias para modular la respuesta inmunitaria.

Es crucial destacar que los detalles sobre estudios clinicos y
experimentales pueden evolucionar rapidamente, por lo que se aconseja
consultar las fuentes mas recientes o investigar estudios especificos para
obtener la informacién més actualizada sobre los avances en este campo de
investigacion. Estos inhibidores tienen la capacidad de unirse y desactivar las
citoquinas in vivo, lo que posibilita la supresion de la respuesta inflamatoria.
En relacion con la generacion de radicales libres derivados del oxigeno,
maultiples investigaciones respaldan la eficacia preventiva de la necrosis tisular
mediante el uso de inhibidores de la xantino-oxidasa, como el alopurinol 2.

En los casos de pacientes con enterocolitis necrotizante prematuros

estosconstituyen el 90% de la poblacidn, la fisiopatologia se puede deber a:

Inmadurez del sistema defensivo local

Dado que la enterocolitis necrosante (NEC) afecta casi exclusivamente a
neonatos prematuros, se ha sugerido que una barrera inmunoldgica intestinal
inmadura también participa en la patogenia de la enfermedad35. Estos
pacientes presentan niveles mas bajos de linfocitos B y de inmunoglobulina
A (IgA), que contribuyen a la defensa local al evitar la adhesion de agentes
infecciosos a la superficie del epitelio. Por otro lado, la leche materna ejerce
un efecto protector debido al aporte de inmunoglobulinas, especialmente de
IgA, macrofagos, linfocitos B y T, factores del complemento, lactoferrina y
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factor de crecimiento epidérmico (EGF). En este sentido, los nifios que
reciben alimentacion artificial presentan una incidencia de NEC seis veces

superior a la de los recién nacidos alimentados con leche materna 2.

Alimentacion enteral

La enterocolitis necrosante (NEC) es menos frecuente en recién nacidos que
reciben exclusivamente lactancia materna24. El efecto protector de la leche
materna fue confirmado por Barlow y colaboradores en un modelo animal de
NEC25. En seres humanos, la leche materna desempefia un papel fundamental
en la inmunizacion pasiva del intestino neonatal, fomentando el crecimiento
de bifidobacterias en la flora intestinal26. Se ha mencionado anteriormente
que este efecto beneficioso se debe al aporte de inmunoglobulinas,
especialmente la IgA, asi como a células del sistema inmunitario como
macrofagos, linfocitos T y B, factores del crecimiento y lactoferrina. Es
importante destacar que los componentes beneficiosos de la leche humana se

ven adversamente afectados por la congelacion y la pasteurizacion 2.

El momento en que se inicia la nutricion enteral y el tipo de férmula utilizada
pueden tener un impacto en la aparicion de la enfermedad. La administracién
temprana de formulas hiperosmolares puede causar dafio directo a la mucosa
gastrointestinal28. La alimentacion enteral también puede dar lugar a un
aumento del factor activador de las plaquetas (PAF), un importante mediador
inflamatorio que podria desencadenar el inicio de las lesiones. Se ha propuesto
que el aumento de la nutricion enteral en recién nacidos sea inferior a 25
ml/kg/dia °.

Mediadores vasos activos

La lesion de la mucosa intestinal y la infeccion bacteriana desencadenan una
cascada inflamatoria en la que participan diversos mediadores vasoactivos

que pueden contribuir a la progresion de la lesion. Entre estas circunstancias,
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se destacan el factor activador de las plaquetas (PAF) y el factor de necrosis
tumoral (TNF), cuyos niveles se encuentran elevados en recién nacidos
prematuros con enterocolitis necrosante (NEC). EI PAF es un fosfolipido
enddgeno, un mediador de la inflamacién sintetizado y secretado por diversas
células, como las endoteliales, plaquetas, monocitos, macréfagos, leucocitos,
eosinofilos y basofilos. Algunas bacterias, como la E. coli, también pueden
producirlo. EI PAF tiene la capacidad de activar los neutrofilos, inducir la
liberacion de radicales libres de oxigeno y enzimas de los lisosomas, ademas

de provocar la agregacion plaquetaria.

La acetil-hidrolasa es una enzima que actla como antagonista del factor
activador de las plaquetas (PAF), limitando su vida media. Estudios
experimentales han evidenciado que la administracion de este antagonista
tiene el potencial de prevenir la aparicion de la enterocolitis necrosante
(NEC), respaldando asi el papel de este mediador en la patogénesis de la
enfermedad. La elevacion de los niveles de este antagonista en la leche
materna, en comparacion con la leche artificial, podria ser otra razén que
explique el efecto protector de la lactancia materna. Ademas, la
administracion del factor de necrosis tumoral (TNF) también puede inducir un
estado de shock y necrosis en la mucosa gastrointestinal. Experimentos en
modelos han demostrado que este efecto se debe a la liberacion de PAF en el

tejido intestinal.

2.3. Bases conceptuales

2.3.1. Manifestaciones clinicas de NEC

La enterocolitis necrosante (NEC) puede manifestarse de diversas maneras
clinicas. Aunque los métodos convencionales para establecer el diagnostico de
NEC no han experimentado cambios significativos en las ultimas décadas, los
recién nacidos prematuros y de bajo peso, que tienen un mayor riesgo de
desarrollar NEC, son monitoreados de manera rigurosa para detectar la
enfermedad en sus etapas iniciales.

2.3.2. Presentacién de la enfermedad de NEC
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La distension abdominal y la presencia de sangre en las heces son dos de
las manifestaciones mas frecuentes de la enterocolitis necrosante (NEC), y se
han observado en mas del 80% de los casos. Ademas, es comun observar
hipoglucemia, apneas recurrentes, bradicardia y, finalmente, el desarrollo de
shock. 34,

Durante el examen fisico, es posible identificar distension abdominal y
sensibilidad al tacto, con la posibilidad de palpar una asa intestinal fija. En fases
avanzadas de la enterocolitis necrosante (NEC), se pueden observar crepitacion
y edema en la pared abdominal®’.

La clasificacion de Bell, que evalla los signos y sintomas, asi como
el riesgo especifico de cada nifio para desarrollar enterocolitis necrosante
(NEC), es comunmente utilizada en los protocolos clinicos. Sin embargo,
en laactualidad se ha cuestionado su utilidad debido a su baja especificidad
y a la subjetividad de algunos de los criterios que utiliza. Como respuesta

a estas inquietudes.

2.3.3. Estadios de NEC

Estadio | (Sospecha diagndstica)

Uno o varios elementos generadores de estrés perinatal. Sintomas
sistémicos: Variabilidad en la temperatura corporal, letargo, episodios de
apnea y bradicardia. Sintomas gastrointestinales: Resistencia al consumo
de alimentos, episodios de vomito, leve distensién abdominal y presencia
de sangre en las heces. Examenes de radiografia abdominal que revelen

expansiones en las asas intestinales.

Estadio 11 (Diagnoéstico Confirmado)

Uno o varios elementos de riesgo para la enterocolitis necrosante (NEC).
La presencia continua de los sintomas mencionados anteriormente, junto
con la deteccidn constante de sangre oculta en las heces o evidencia
evidente de hemorragia digestiva, puede ser indicativa de enterocolitis

necrosante (NEC).
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Las radiografias abdominales que revelan una distension intestinal
evidente con edema de la pared, la presencia de asas fijas, neumatosis
intestinal y/o aire en el sistema portal son hallazgos que respaldan el

diagnostico.

Estadio 111 (Enfermedad avanzada)

Uno a mas de los factores de riesgo de NEC

Cualquiera de los signos o sintomas mencionados previamente, junto
con un empeoramiento de los signos vitales, shock séptico y/o
hemorragia digestiva severa.

Radiografia de abdomen: Neumoperitoneo

Clasificacion en estadios de NEC de acuerdo con los criterios propuestos

por Bell.

2.3.4. Estadios clinicos de NEC

ESTADIO CLINICA CLINICA SIGNOS TRATAMIENTO
CLINICO SISTEMICA DIGESTIVA RADIOLOGICOS
I-A Distermia Retencidn gastrica Normal o Dieta absoluta
Sospecha Apnea Distensién abdominal |distension de /Aspiracion gastrica
continua
De NEC Bradicardia Letargia|leve VOmitos asas (ileo moderado) |ATB 3 dias (pte.cultivo)
Sangre oculta en
Heces
I-B Igual a I-A Igual a I-A mas Igual a I-A Igual a I-A
Sospecha De NEC Rectorragia
I-A Igual a I-A Igual a I-A Distension de asas  |Dieta absoluta
NEC establecido IAusencia de ruidos  |ileo Aspiracion gastrica
Forma menos Intestinales continua Antibiotic
oterapia
Grave Dolor abdominal Neumatosis intestinal [7-10 dias
I1-BNEC esta Igual Igual a I1-A Igual a II-A Iguala Il A
blecido I-A mas Dolor abdominal Neumatosis 'Tamponar la acidosis
Forma grave /Acidosis mode rada |[Eritema de pared Masaportal Ascitis Antibioticoterapia 14
Trobopenia en FID dias Drenaje peritoneal
moderada
I-A Igual 11-B Igualall B Igualall B Igualall B
NEC avanzado Shock Peritonitis /Ascitis Franca Liquido E.V .al menos
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Forma muy grave |Apneas graves Generalizada 200ml/Kg
sin perforacion /Acidosis grave Dolor abdominal Inotropicos/Ventilacion
Neutropenia Distension Abdominal asistida
CID IATB 14 dias
Cirugia/drenaje
peritoneal
I-B Igual 111-A Iguala Il A lgualall B Igual a 11-A
NEC avanzado Neumo periton
forma muy grave 0]
con perforacion

Fuente: Chiud C J, Mc Ardle AH., Modificacion de la clasificacion de
estadios de NECdeBell segun Kliegman y Walsk.

2.3.5. Tratamiento médico e indicaciones de cirugia

A pesar de los avances ocurridos en los ultimos afios, en la actualidad no
existe un tratamiento médico especifico para la enterocolitis necrosante (NEC).
Cuando no se detecta necrosis ni perforacion intestinal, el enfoque terapéutico es
conservador, centrado principalmente en el reposo digestivo total, la nutricion
parenteral completa y la administracion de antibi6ticos. Se requiere un monitoreo
clinico, radiolégico y andlisis diario para identificar de manera temprana a los
recién nacidos que puedan tener una evolucion desfavorable y necesitar
intervencion quirdrgica. Las situaciones que generalmente requieren intervencion
quirdrgica en casos de enterocolitis necrosante (NEC) incluyen la presencia de
neumoperitoneo y aire en el sistema portal. Ademas, un deterioro clinico
significativo, junto con anormalidades en los andlisis como una acidosis
metabolica persistente, trombocitopenia o la presencia de liquido peritoneal
infectado, son indicaciones importantes para considerar la cirugia.

La intervencion quirdrgica para tratar la enterocolitis necrosante (NEC)
generalmente implica la extirpacion de los segmentos intestinales que han sufrido
necrosis y perforacion. El objetivo es conservar la mayor longitud intestinal
posible. En algunos casos especificos, se puede realizar una anastomosis primaria,
pero en la mayoria de los pacientes, se requiere la creacion de ostomias terminales
o derivativas. En situaciones donde la afectacion intestinal es extensa, se podria
considerar una yeyunostomia proximal seguida de una revision posterior. La
intervencion quirdrgica para tratar la enterocolitis necrosante (NEC) puede estar
asociada con una morbilidad considerable, alcanzando hasta un 40% en algunas
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series.®®3 Dentro de las complicaciones intraabdominales mas comunes se
incluyen las dehiscencias anastomoticas, los abscesos intraabdominales y las
fistulas®3940,

Este enfoque también se sugiere en nifios con muy bajo peso que
experimentan inestabilidad hemodindmica y tienen un elevado riesgo quirdrgico.
Autores como Moss y colaboradores respaldan la utilizacion del drenaje
peritoneal, técnica que fue inicialmente descrita por Ein en 1977. Estos autores
sugieren que el drenaje peritoneal deberia considerarse como la opcion primaria
en pacientes con un peso inferior a 1500 gramos, y no encuentran diferencias
significativas en los resultados finales al compararlo con la laparotomia.

La estenosis intestinal es una de las secuelas més comunes de la
enterocolitis necrosante (NEC), especialmente tras un enfoque de tratamiento
conservador. El area méas frecuentemente comprometida es el angulo esplénico
del colon (70%), seguido por el ileon terminal (15%)* Indudablemente, la
consecuencia mas grave es el sindrome de intestino corto, que se desarrolla como
resultado de extensas resecciones intestinales y se manifiesta en aproximadamente
el 10% de los casos. Estos pacientes dependeran de la nutricion parenteral total
durante un periodo prolongado, lo que, a su vez, puede dar lugar a nuevas
complicaciones y secuelas, como sepsis relacionada con el catéter, retraso en el
crecimiento, colestasis, cirrosis e insuficiencia hepéatica. En algunos casos, puede
ser necesario llevar a cabo un trasplante intestinal, y en situaciones extremas, se

ha llegado a realizar un doble trasplante hepatico e intestinal..?.

2.3.6. Prevencion

La prevencioén de la enterocolitis necrotizante requiere abordar todos los
elementos involucrados en el desarrollo de la enfermedad. Estas estrategias
preventivas se enfocan principalmente en disminuir la colonizacion y el exceso de
bacterias, al mismo tiempo que fortalecen las defensas del sistema inmunolégico

del recién nacido®S.



2.3.7. Profilaxis antibiética
La aplicacion de antibioticos de amplio espectro, especialmente
aminoglucoésidos, por via enteral, los cuales no son absorbidos en el tracto
digestivo, ha sido cominmente empleada con el proposito de prevenir la

enterocolitis necrosante al reducir la colonizacion bacteriana.

Inmunoglobulinas

Debido a los niveles reducidos de inmunoglobulinas, especialmente
IgA, en los recién nacidos, algunos estudios clinicos y experimentales han
indicado que la administracion de estas inmunoglobulinas podria ofrecer
un beneficio protector en neonatos con factores de riesgo que no reciben
lactancia materna “°. No obstante, investigaciones mas recientes no han
respaldado el efecto beneficioso de las inmunoglobulinas, ya sea

administradas por via oral o intravenosa *

Glucocorticoides

El empleo de corticoides en el tratamiento prenatal, destinado a
impulsar la maduracion pulmonar, ha evidenciado una disminucion en la
incidencia de la enterocolitis necrosante (ECN). En este contexto, se ha
propuesto que los corticoides aceleran el proceso de maduracién de las
células de la mucosa intestinal mediante la glicosilacion de la superficie del
epitelio, lo que complicaria la adherencia bacteriana45. Sin embargo, la
aplicacién de corticoides después del nacimiento en bebés con riesgo de
desarrollar NEC no ha revelado ningun impacto beneficioso. Tres analisis
exhaustivos de datos han ratificado que la aplicacién de esteroides después
del nacimiento no disminuye la incidencia de la enterocolitis necrosante e,
incluso, esta vinculada a un aumento en las perforaciones intestinales. Por
lo tanto, en la actualidad, no se considera una medida de prevencion

recomendada .

27
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2.3.8. Control de la respuesta inflamatoria

Investigaciones experimentales han demostrado la capacidad
protectora de diversos antagonistas del receptor del factor activador de
plagquetas (PAF), como el WEB 2086 y el SRI 63441'°, Aunque no existen
estudios clinicos publicados sobre la aplicacion de estos antagonistas en
recién nacidos con enterocolitis necrosante (NEC)*4,

Otra tactica para modular la respuesta inflamatoria consiste en
reducir la produccion del radical superoxido mediante el bloqueo de la
accion de la enzima xantina-oxidasa. La aplicacion experimental de
alopurinol, un inhibidor de esta enzima, ha evidenciado una disminucion
de las lesiones isquémicas intestinales en un modelo de enterocolitis

necrosante. (NEC).

2.4. Bases filosoficas

El enfoque de nuestra investigacion se sustenta principalmente en corrientes

filosoficas como el empirismo, el positivismo y el paradigma constructivista.

En particular, adoptamos el empirismo como base, el cual, desde una
perspectiva ontoldgica, examina la realidad en términos fenoménicos causales. Este
enfoque implica la busqueda de las causas que subyacen a todos los problemas.
Desde el punto de vista gnoseoldgico, se postula que la verdad esta intrinseca en el
objeto de investigacion, lo que implica la necesidad de desarrollar una metodologia
gque comienza con la observacion del problema en términos de sus variables e
indicadores. Posteriormente, se formula una hipétesis basada en las frecuencias
observadas en el comportamiento de las variables, la cual debe ser verificada a traves
de la experimentacion. Si se obtienen pruebas y evidencias suficientes a favor de la
hipdtesis, esta evoluciona hacia una teoria cientifica. Si dicha teoria se confirma de
manera consistente en todos los casos, el investigador ha descubierto una ley de la
naturaleza o de la sociedad, segun corresponda. En todo el proceso de investigacion,

se espera que el cientifico mantenga una neutralidad axioldgica para lograr la
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objetividad en la construccion del conocimiento.

Ademas, este estudio se fundamenta en el Positivismo, un paradigma que
sostiene que la realidad es absoluta y completamente aprehensible por el ser humano,
y estd regida por leyes y mecanismos naturales. Desde este enfoque, es posible
determinar los diversos factores que rodean un fenémeno de estudio, ya sean causales,
mediadores 0 moderadores.

En la relacion entre el conocedor y lo que puede ser conocido, el positivismo
implica un dualismo y objetivismo, donde el investigador y el objeto de estudio son
completamente independientes. Este enfoque subraya la importancia de controlar
cualquier posible interaccion entre el investigador y el objeto de estudio, ya que dicha
interaccion podria introducir sesgos en el proceso investigativo. Los hallazgos
derivados de este paradigma se consideran como realidades objetivas y se busca su
generalizacion a toda la poblacion.

La metodologia de generacién del conocimiento se basa en procedimientos de
analisis de datos similares a los establecidos en las ciencias exactas. En este
paradigma, se argumenta que los métodos utilizados en disciplinas como medicina,
fisica o biologia deben aplicarse directamente en la investigacion en las ciencias
sociales. Ademas, se sostiene que este enfoque representa el estandar necesario para
que una disciplina sea reconocida como una auténtica ciencia.

En este enfoque cuantitativo, el conocimiento cientifico se caracteriza por ser
racional, objetivo y fundamentarse en lo observable, manipulable y verificable. La
adopcion del positivismo implica aceptar conocimientos que se deriven de la
experiencia del sujeto, siguiendo los principios del empirismo.

Bajo la perspectiva positivista, se consideran significativas las respuestas a
una pregunta de investigacion solo si es posible realizar mediciones sobre el
fendmeno de estudio. En este contexto, se otorga validez a los métodos
experimentales, donde se manipulan de manera intencionada las variables

independientes en varios niveles de experimentacion

2.5. Bases epistemoldgicas
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En efecto, la presente investigacion se fundamenta en el paradigma
constructivista, una corriente pedagdgica que aboga por proporcionar al alumno
herramientas que le permitan desarrollar sus propios métodos para resolver
situaciones problematicas. Esto implica que las ideas del estudiante se modifiquen y
continGe aprendiendo. En el constructivismo, el estudiante construye activamente
nuevas ideas o conceptos basados en conocimientos actuales y pasados. En otras
palabras, el aprendizaje se lleva a cabo construyendo nuestros propios conocimientos
desde nuestras experiencias individuales. Este paradigma propone un enfoque donde
el proceso de ensefianza se concibe y se implementa como un proceso dinamico,
participativo e interactivo del sujeto, de manera que el conocimiento sea una
verdadera construccion operada por la persona que aprende (el sujeto cognoscente).
En la pedagogia constructivista, el concepto se aplica como un enfoque didactico en

la ensefianza orientada a la accion.

2.6. Bases antropoldgicas

Estos elementos son fundamentales para que los actores sociales construyan
significados en torno a acciones e interacciones sociales especificas y temporales.
Ademas, la cultura sostiene las formas sociales existentes, las instituciones y sus
modelos operativos.

Desde una perspectiva antropoldgica, es fundamental evitar realizar juicios de valor al
encontrarnos con culturas diferentes. En cambio, debemos esforzarnos por
comprender esas culturas segin sus propios valores y conocimientos, a través de los
cuales expresan su propia visién del mundo. Este enfoque se conoce como relativismo
cultural, y nos permite entender las actividades y los significados atribuidos a ellas de

manera logica, sin imponer jerarquias o emitir juicios de valor.
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CAPITULO III. SISTEMA DE HIPOTESIS

3.1. Formulacion de hipotesis

3.1.1. Hipotesis general
> Si se aplica eritropoyetina en forma subcutanea profilacticamente,
siete dias antes, en ratas en quienes se realiza ligadura alternada de los
vasos sanguineos del intestino se observara un efecto protector contra

la necrosis de tejido intestinal producida por la isquemia.

3.1.2. Hipotesis especificas
HO: No hay diferencias entre la necrosis del intestino de las ratas del
grupo testigo yaquellas que reciben Eritropoyetina en forma
preventiva
HA: Si existen diferencias entre la necrosis del intestino de las ratas
del grupo testigo yaquellas que reciben Eritropoyetina en forma

profilactica.

3.2. Variables

3.2.1. Variable Independiente
Uso de la eritropoyetina en el tratamiento preventivo de la enterocolitis

necrotizante en un modelo experimental.

3.2.2. Variable Dependiente

Necrosis en la pared intestinal evaluada mediante la Escala de Chiud.

3.2.1. Variable Interviniente
Ligadura de las arterias, venas y vasos linfaticos mesentéricos, por un

tiempo de 60 min.
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3.3.  Operacionalizacion de variables

Medicion del grado de necrosis a través de la Escala de Chiud, mediante la
evaluacion de laminas por microscopia.

- Al grupo A: 500 Ul/ kilo dia de Hormona Eritropoyetina aplicada en forma
subcutanea (0,5 ml) durante 7 dias consecutivos, posterior a ello mediante
laparotomia exploratoria, Ligadura de vasos sanguineos y linfaticos
mesentéricos por 60 minutos y después retiro del tejido, mediante re
laparotomia exploratoria, posteriormente el espécimen es llevado a anatomia
patolégica, preparacion de ldmina y lectura de la mismasegun grado de necrosis
por la escala de Chiud: Sacrificio del animal

- Al grupo B: (Grupo control): Con aplicacion de suero fisioldgico 0,5 ml. en las
mismas condiciones que para el grupo experimental (Grupo A), por 7 dias, mas

ligadura, retiro de tejidoy evaluacion con lamismaescala.

3.4. Definicion de términos operacionales

3.4.1. Laeritropoyetina

El término "RT-PCR" se refiere a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa con Transcriptasa Inversa. Es una técnica molecular utilizada para
amplificar y analizar el ARN (&cido ribonucleico) en una muestra bioldgica. La
RT-PCR combina la transcripcion inversa (que convierte el ARN en ADN
complementario, CADN) con la PCR (amplificacion en cadena de la polimerasa),
permitiendo asi la deteccion y cuantificacion de ARN especifico.

En el contexto del estudio que mencionas, se utilizaron técnicas de RT-
PCR para investigar la presencia de Eritropoyetina (Epo) y Epo-Recombinante
en diferentes 6rganos de fetos en distintas etapas gestacionales. %8,

Es interesante observar que la placenta también es capaz de sintetizar
eritropoyetina (Epo) durante la vida fetal, segln la evidencia encontrada. La
presencia de Epo y de receptores de Epo (Epo-R) en varios tejidos durante el

desarrollo embrionario sugiere que esta hormona puede desempefiar un papel
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significativo en la regulacion del crecimiento y la diferenciacion celular en
colaboracion con otros factores de crecimiento. La interaccion compleja de la
Epo con diversos tejidos durante el desarrollo fetal destaca la importancia de esta

hormona en procesos mas alla de la eritropoyesis®.

La leche materna, ademas de proporcionar nutrientes esenciales,
contiene una variedad de hormonas y péptidos, como el factor de crecimiento
similar a la insulina (insulin-like growth factor), el factor de crecimiento
epidérmico (epidermal growth factor), el factor de crecimiento transformador-
alfa (transforming growth factor-alpha), y diversas interleuquinas. Dada la
menor actividad proteolitica y la mayor permeabilidad a las proteinas en el tubo
digestivo neonatal, muchos de estos péptidos y hormonas se absorben intactos,
desempefiando asi un papel crucial en el desarrollo del recién nacido 5. Se ha
confirmado que la leche materna contiene cantidades significativas de
eritropoyetina (Epo), aunque en concentraciones ligeramente inferiores a las
del suero®. La eritropoyetina (Epo) presente en la leche materna se absorbe en
distintos segmentos del tracto digestivo. Estas observaciones sugieren que la
Epo contenida en la leche materna desempefia un papel en el desarrollo y la

funcion del intestino neonatal. 1252

3.4.2. Suero fisioldgico

El suero fisiologico, también conocido como cloruro de Sodio es una
sustancia cristaloide estandar con una concentracion al 0,9% (p/v) en agua, es
levemente hiperténicarespecto al liquido extracelular y tiene un pH acido, es
una solucidn salina esterilizada utilizada para hacer perfusiones en la vena en
caso de disminucion de liquidos o sal en el organismo, en otras palabras, es

solo agua con sal estéril .62

3.4.3. Clasificacion de Chiud

Para el estudio de microscopia se utilizo el estudio descrito por Chiud,
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el cual se considera que es un parametro de puntuacion adecuada y buen

indicador de lesion isquémica.

Clasificacion de Chiud:

GRADODESCRIPCION
0 [WVellosidades de caracteristicas normales
1 [Espacio subepitelial de Gruenhagen: congestion capilar
2 Separacién moderada entre el epitelio v la lamina propia.
3 Separacion 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 v de los capilares dilatados.
5 Digestion v desintegracion de la lamina propia; hemorragia v

ulceracion.

Fuente: Chiud C J, Mc Ardle AH.
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CAPITULO IV. MARCO METODOLOGICO

4.1. Ambito

El estudio se realizé en la unidad de cirugia experimental del Instituto
Nacional de Salud del Nifio, criadas las ratas Holzen, se evalu6 su nacimiento y
se utilizaron para el estudio ratas menores de 15 dias de vida. Extraida la
muestra, se llevaron estas a anatomiapatoldgica para la preparacion de laminas

y la lectura correspondiente.

. Instituto Nacional de Salud... : o
Avenida Brasil 600, Lima 5

>

4.2. Nivel y tipo de estudio

El presente es una investigacion experimental, como lo caracteriza

Kerlinger (2006), también pertenece al tipo prospectivo y clinico 041
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4.3. Poblacion y muestra

4.3.1. Descripcion de la poblacion

El estudio incluyo 84 ratas albinas de la raza Holtzen menores de 15 dias de
edad. Fueron elegidos al azar, hembras o macho. Estos animales no fueron
sometidos a experimentos anteriores, ni recibieron medicacion alguna. EI promedio

de peso fue de 15 a20 gramos.

4.3.2. Muestra y método de muestreo
En concordancia con el tipo de investigacion experimental en animales,
los objetivos y el alcance de las contribuciones que se pretende hacer
con el presente estudio, se determing el tamafio de la muestra mediante
la aplicacion de la siguiente formula para comparacion de dos

proporciones:

[zo%] 2p(1-p) +Zp* [ pl(1- p1)+ p2(1- p2)J?
n=

(p1- p2)°
n = Sujetos
necesarios para
casos y controles
Zo. = 1.96, (riesgo
deseado.(5%)
Zp = 0.84, (potencia de prueba de 80%)

p1 = 50% (Proporcién de “animales con necrosis severa en el

grupo control™)

p2= 21% (Proporcién de “animales con necrosis
severa en el grupo con eritropoyetina”)p =

Media de las proporciones p1 p2 = 35,5%
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Calculos:

o/ [1.96* 2(0.33)(1-0.355) # 0.80* 0.50(1-0.50) +0.21(1- 0.21)]?

n=

(0.50 - 0.21)>
n= 42
Resultando un tamafio muestral de 42 en cada grupo experimental,

haciendo un total de 84 animales de experimentacion.

4.3.3. Criterios de inclusion y exclusion

Grupo A: de 42 animales a quienes se les aplico diariamente 500
Ul/kilo de eritropoyetina recombinante humana
equivalente a 0,5 ml de solucidon por via subcutanea
aplicada diariamente por siete dias antes de la ligadura
de la arteria, vena y vaso linfatico.

Grupo B: Compuesto de 42 animales o grupo testigo con ligadura,
con la aplicacion de suero fisiolégico 0,5 ml.
Aplicados a la misma hora yen las mismas condiciones
que la aplicada para el grupo en estudio, cantidad

determinada por aplicacion de la formula para el estudio.

4.4. Disefio de investigacion

Se utiliz6 un disefio de investigacion experimental en ratas de no més de
quince dias de nacidas de la raza Sprague, las cuales fueron sometidas a un proceso
de aleatorizacién simple. A cada rata se le asigné un namero; siendo los numeros
pares destinados al grupo control y los impares al grupo experimental.

DISENO DE UN GRUPO CONTROL CONPOST TEST

INTERVENCION OBSERVACION
R GE X1 O1
R GC X2 02
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R = randomizacion o aleatorizacio

GE : Grupo experimentalG.C.: Grupo control
O1 : Observacion en el

grupo experimentalO2 :

Observacion en el grupo

control

4.5. Técnicas e instrumentos

Estudio experimental de enfoque cuantitativo.

45.1. Técnicas

Cuenta con evaluacién en muestras de expedientes histol6gicas

4.5.2. Instrumentos

Se tomo en cuenta el parametro la escala de Chiud

4.5.2.1. Validacion de los instrumentos para la recoleccion de
datos
La escala para medir el grado de necrosis en fase temprana y
tardia por Chiud y colaboradores 333622 estos estudios fueron
publicados en las revistas #2883 Esta escala es usada a nivel
internacional en muchos trabajos, sobre isquemia intestinal, siendo
un estudio preciso y claro que tiene coherencia con el hallazgo

histolégico™®.
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4.6. Técnica para el procedimiento y analisis de datos

Las 84 ratas incluidas en el estudio recibieron el siguiente procedimiento:Se

utilizaron ratas recién nacidas no mas de 15 dias de vida.

Al séptimo dia de la aplicacion de la ERITROPOYETINA para el grupo A:
y la de SUERO FISIOLOGICO para el grupo B ambos grupos de ratas fueron
anestesiados utilizando Ketamina 10mg por kilo por dosis y atropina 0.25 mg por
kilo por via subcuténea, para la sedacién respectiva, administrada por un médico
veterinario, garantizando de esta manera el no sufrimiento de las Ratas y evitar

episodios de hipoxia.

En las mismas condiciones, se ligd intercaladamente, las venas, arterias y
linfaticos del mesenterio intestinal de las ratas de ambos grupos, para luego de 60
min resecar el segmento intestinal ligado y colocar en frascos con formol al 10%, y
posteriormente realizar el estudio anatomia patologico correspondiente.

Se tomo en consideracion:

Para el

GRUPO A:

42 ratas.Para

el GRUPO B:

42 ratas.

Procedimiento Detallado

Los animales fueron mantenidos vivos durante siete dias, al cabo de los cuales
fueron sometidos al procedimiento de experimentacion, fueron divididos en dos
grupos de 42 animales cada uno:

Grupo A: Compuesto por 42 animales a quienes se le aplico 500 Ul/Kilo dia
de Hormona Eritropoyetina diluido en 0.5 ml. de solucién 7 dias
antes dela intervencion quirurgica, por via subcutanea aplicado
a las 8:00 amy para en el séptimo dia realizar la intervencion

descrita.
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Grupo B: Compuesto de 42 animales o grupo testigo con ligadura, con la
aplicacion de suero fisiolégico 0,5 ml. Aplicados a la misma
hora yen las mismas condiciones que la aplicada para el grupo

en estudio.

Luego de los 7 dias, de aplicacion (Grupo A, Grupo B) A los animales
previamente anestesiados se coloco a cada rata en decubito supino, y se fijo las
cuatro extremidades luego se les rasurd la piel del abdomen y después de
aseptizar con lodo povidona al 10%, se realiz6 una incision de 3 cm. de longitud
a lo largo de la linea media. Abierta la pared abdominal se coloco los intestinos
sobre una compresa humedecida con solucion salina al 9por mil. Se realizd
ligadura intercalada de la vena arteria y linfatico de las arterias rectas del
mesenterio, lo mas proximal posible hecha con seda 7 cero. La oclusion vascular
fue confirmada por la pérdida de pulsaciones en el mesenterio de las ratas, luego
de la ligadura se procedi6 a cerrar la cavidad abdominal con vicryl 4/0 en un solo
plano para conservar la temperatura adecuada de las ratas y 60 min después del
inicio de la ligadura se realizd un nuevo re la parotomia para la obtencion de las
muestras, posteriormente los animales fueron sacrificados mediante la

aplicacion de una sobredosis de Ketamina.

Recoleccion de la muestra

Al cabo de 60 minutos se resecé el segmento intestinal en estudio y fueron fijadas
enformol al 10%, etiquetado y enviado para estudio anatomopatoldgico, siendo
coloreadas conhematoxilina eosina.

Las muestras estudiadas fueron analizadas y clasificadas utilizando la

escala de Chiud y colaboradores (4)

Grado 0: Mucosa sin alteraciones

Grado 1: Vellosidades bien formadas, sin lisis celular o proceso

inflamatorio. Sin  embargo, con formacion de espacios sub
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epiteliales de Grunhagen.

Grado 2: Presencia de lisis celular con formacion de espacio subepiteliales
e incremento del espacio entre las vellosidades.

Grado 3:  Destruccion de la porcion libre de las vellosidades,
presencia dedilatacion de capilares

Grado4:  Destruccion estructural de las vellosidades, y gran
presencia deCélulas inflamatorias y material necrotico.
Con sangrado y ulceracion de las glandulas basalesg

Grado 5: Destruccion de la tanica mucosa enteral, con pérdida de
la estructura no glandular, pero solo con depdsito de
material amorfo sobre la submucosa.

Se consideré que el animal presenta enterocolitis, cuando se asocientres

criterios.

Estudio microscépico

En el momento del sacrificio, se tomaron muestras de ileon distal y colon
derecho de cada animal. Estas muestras fueron abiertas longitudinalmente,
lavadas en suero fisiolégico y luego fijadas en formol al 10% durante 24
horas. Posteriormente, todas las muestras fueron incluidas en parafina
después de un proceso de deshidratacion con concentraciones crecientes de
alcohol. Se realizaron varias secciones sucesivas de 4 um de grosor de cada

muestra, las cuales seran tefiidas con hematoxilina y eosina.

El andlisis de microscopia Optica se llevo a cabo utilizando el sistema de
lesién microscopica descrito por Chiud. Estudios anteriores que emplearon
este mismo modelo animal han demostrado que este sistema de puntuacion
es un indicador fiable de lesion isquémica. Las laminas fueron evaluadas

por una patéloga que desconocia el grupo al que pertenecia cada animal.

Plan de tabulacion y andlisis de datos
La seleccion de este modelo experimental se fundamentd también en otra

razon crucial: la mayor susceptibilidad del intestino de las ratas recién nacidas a
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la isquemia. Se ha observado que la mucosa intestinal de ratas con 15 dias de
vida, en la etapa de destete, es mas propensa a los efectos de la isquemia-

reperfusion que el intestino de ratas adultas.

Es crucial resaltar que la evaluacion de las ldminas fue realizada por una
patologa que no tenia conocimiento del grupo al que pertenecia cada animal.
Ademas, el sistema de puntuacion de Chiud utilizado en el experimento
proporciona una descripcién cualitativa del espectro de lesiones que
complementa el analisis morfométrico. Estudios previos han confirmado que
este sistema de puntuacién es un indicador confiable de lesiéon isquémica,

respaldando asi su aplicacion en la investigacion.

Se cred una ficha de recopilacion de datos en la cual se registré el grado
de lesion, segun la lamina, de cada animal experimental, relacionandolo con los
grados de necrosis I, II, Ill, IV, V de acuerdo a la escala de Chiud. Una vez
completado el registro de los datos, se llevé a cabo una prueba Z de proporciones

para evaluar cualquier diferencia en el grado de necrosis entre los dos grupos.

4.7. Aspectos éticos

En el presente trabajo se ha tenido en consideracion las recomendaciones
contenidas en la declaracion de la Asociacion Médica Mundial, sobre el uso de los
animales en la investigacion biomédica, adoptada en la 41 asamblea Médica
Mundial efectuada en Hong Kong®® y las Guias para el cuidado y uso de los animales
de laboratorio de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de
Ameérica (National Institutes of Health, 1994). Cuyos principios mas resaltantes y

gue se han practicado en el transcurso denuestra investigacion, han sido:

1) Brindar los cuidados adecuados de los animales segun su etiologia.

2) Evitar el dolor innecesario, sufrimiento, estrés o lesiones prolongadas.

3) Evitar la duplicacion o repeticion innecesaria de experimentos 6364



La garantia de que se han cumplido estos principios es el hecho que
nuestro trabajo,se realizo en el Servicio de Cirugia Experimental del Instituto
Nacional de Salud del Nifio en Brefia, donde el encargado del cuidado de pre,
trans y post-operatorio era realizado por un veterinario.

ANEXO 2 (mapa de macro proceso de cirugia experimental).
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CAPITULO V. RESULTADOS

5.1. Andlisis descriptivo

Para el andlisis estadistico se tiene las siguientes caracteristicas:

44

Es un problema de comparacién (un grupo control y un grupo experimentales)

La variable independiente (VI) es el tratamiento con Eritropoyetina. Esta
conformado por dos grupos de roedores seleccionados independientes (cada
grupo esta formado por 42 roedores): Grupo Control, Grupo Eritropoyetina (se
le suministré el farmaco)

La variable dependiente (VD) son los niveles o grados de la escala Chiud
(Grado 0, 1, 2, 3,4y 5) y el nivel de medicion es en escala ordinal. Teniendo
en cuenta que el (0) las vellosidades intestinales son de caracteristicas
normales. Grado (1) los espacios subepiteliales de Gruenhagen, presentan
congestion capilar. Grado (2) cuando hay una separacién moderada entre el
epitelio y la ldmina propia. Grado (3) se evidencia separacion masiva del
epitelio que se extiende hacia la base de la vellosidad intestinal, algunas
vellosidades aparecen denudadas. Grado (4) denudacién de madaltiples
vellosidades con exposicion de la ldmina propia y de los capilares dilatados.
Grado (5) cuando hay digestion y desintegracién de la lamina propia,

hemorragia y ulceracion del tejido.

Tabla 1. Frecuencias en el grado de necrosis segun la escala Chiud, en

cada grupoexperimental.

Grado 0| Grado 1| Grado 2| Grado 3| Grado 4| Grado5 Total
Grupo A 0 6 15 11 7 3 42
Grupo B 7 30 5 0 0 0 42

Fuente: Elaboracion nuestra.
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Tabla 2. Porcentajes en Grado de Necrosis segun la escala Chiud en

cada grupoexperimental.

Grado 0] Grado 1| Grado 2| Grado 3| Grado 4| Grado5| Total %
Grupo A 0.0% 14.3% 35.7% 26.2% 16.7% 7.1% 100%
Grupo B 16.7% 71.4% 11.9% 0.0% 0.0% 0.0% 100%

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 01

Porcentaje
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5.2. Andlisis inferencial y contrastacion de hipotesis

5.2.1. Prueba de Hipotesis

a) Hipotesis 1

Ho: No hay diferencias entre la necrosis del intestino (grado 1+11) de

las ratas del grupo testigo y aquellas que reciben Eritropoyetina en

forma preventiva.

Ha: Si hay diferencias entre la necrosis del intestino (grado 1+11) de las

ratas delgrupo testigo y aquellas que reciben Eritropoyetina en

forma preventiva.



Tabla 3. Prueba de hipo6tesis Necrosis intestinal en ratas con

Eritropoyetina VSControl en grado de necrosis Leve
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Estimacion Test para Test Exacto
Grupo N | Grado | Proporcion de la 95% IC | diferenciade deFisher
Ly diferencia Proporciones Valor
2 Valorp P
Control 42 | 21 21142 = 0,5
. . -0,33 | (-052, -0,14) 0,001 0,002
Eritropoyetina | 42 | 35 | 35/42 =083

Existen diferencias significativas en el grado de necrosis en animales que

recibieron Eritropoyetina vs el Control. (50% vs 83,3%,

respectivamente). Los

animales que recibieron eritropoyetina hicieron grados de necrosis leve (1 y I1), el

control presento grado severo (I, IVy V)

Tabla 4. Prueba de hipoétesis Necrosis intestinal en rata con

Eritropoyetina VS Controlen grado de necrosis severa.

o Test para Test Exacto de
Grupos | N Grado3, 4 | Proporcion Esgrgalcallon 95% IC | giferencia de Fisher
yd diferencia Proporciones Valor p
Valor p
Control 42 21 21142 =05 (0,14. 0,5)
0,33 0,001 0,002
Eritropoyetina | 42 7 7142 = 0, 16

El 16% de los animales con eritropoyetina presentaron necrosis severa. El

50% animales del control hicieron necrosis severa. Existe diferencia en el porcentaje

de necrosis en el grupo control vs el grupo tratado con eritropoyetina (p = 0,002).
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5.3. Discusion de resultados

Los resultados de este estudio demuestran que existen diferencias
significativas en el grado de necrosis en animales que recibieron Eritropoyetina vs el
Control. (50% vs 83,3%, respectivamente). Los animales que recibieron
eritropoyetina hicieron grados de necrosis leve (I y II), congestion capilar y
separacion moderada entre el epitelio y la ldmina propia de las vellosidades
intestinales, el control presento grado severo (llI, 1V y V) separacion masiva del
epitelio, multiples vellosidades intestinales denudadas, exposicion y desintegracion
de la ldmina propia del tejido intestinal ,hemorragia y ulceracion de la misma, p:
0.001 test para diferencia de proporciones y 0.002 Test exacto de Fisher (Tabla 3y 4)

La seleccion de este modelo experimental se basé en la mayor susceptibilidad del
intestino de las ratas recién nacidas a la isquemia. La mucosa intestinal de estas ratas,
con 15 dias de vida y en la fase de destete, es mas propensa a los efectos de la
isquemia-reperfusion en comparacién con el intestino de ratas adultas. La evaluacién

del grado de necrosis se realizé mediante el uso de la escala de Chiud.

La cual ha sido y es utilizada mundialmente para tales efectos!®hay que
destacar quelos analisis fueron evaluados por una patéloga que desconocia el grupo

al que pertenece cada muestra de la experimentacion.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la ligadura de las arterias en forma
alternada produce lesiones de la mucosa intestinal, probablemente a un mecanismo
de isquemia reperfusion, ya que las arterias que no son ligadas por fendmeno de
compensacion produciran un incremento del flujo sanguineo por vasodilatacion y esto
generara radicales derivados del oxigeno las que ejercen un efecto lesivo de las

células que constituyen la mucosa intestinal 1911

La eritropoyetina, tiene un efecto protector, puesto que esta hormona tiene una
accion de prevenir la apoptosis antioxidante, angiogenética y microprotectora siendo

esta demostrada en investigaciones 112
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La eritropoyetina ha demostrado reducir la expresién de mediadores pro
inflamatorios TNF alfa y IL-2 en la injuria renal y revertir la endotoxina sobre la
superoxidismutasa renal (SOD),estas propiedades anti inflamatorias de la
eritropoyetina sugiere la participacion de la via NF kB, en la proteccion renal, aunque
en nuestro modelo no se ha usado toxinas, especulamos que el efecto anti
inflamatorio de la EPO, ha jugado un rol importante en la proteccion del intestino en

el grupo experimental 6!

Hasta ahora, no se han publicado otros estudios nacionales que aborden el
impacto de la eritropoyetina en modelos experimentales de enterocolitis necrosante
(ECN). Sin embargo, varios estudios han demostrado un efecto protector de la
eritropoyetina en las lesiones causadas por isquemia-reperfusion en varios érganos,
incluido el intestino. Es importante sefialar que la mayoria de estos estudios utilizaron
ratas adultas.>®° A pesar de que estos modelos no consideran la madurez intestinal
como un factor etiopatogénico, sus resultados son relevantes, ya que la isquemia-
reperfusion es uno de los principales factores involucrados en la enterocolitis
necrotizante®. Un estudio examind los efectos de una Unica dosis intraperitoneal de
eritropoyetina recombinante humana en ratas de 250 gramos sometidas a la oclusion
de la arteria mesentérica durante 60 minutos. La evaluacion de las lesiones
intestinales, utilizando el sistema de puntuacién de Chiu, indic6 que la administracion
de eritropoyetina, tanto antes de la isquemia como al inicio de la reperfusion, fue
efectiva para prevenir la lesion intestinal en comparacion con el grupo que desarrolld
enterocolitis necrotizante 4°

Se realizaron investigaciones en ratas adultas que fueron sometidas a la
oclusion de la arteria mesentérica superior durante 60 minutos para evaluar el impacto
de tres dosis de 1000 U/kg de eritropoyetina recombinante humana administrada por
via subcutanea. Ademas del grado de lesion histoldgica, las variables consideradas
incluyeron la supervivencia de los animales.®” La puntuacion empleada para evaluar
la lesion intestinal, el indice de Park, mostro una notablemente mayor magnitud en el
grupo de isquemia-reperfusion en comparacion con los grupos tratados con
eritropoyetina a las 6 y 12 horas. Ademas, mientras que la supervivencia en el grupo

de isquemia-reperfusion fue inferior a las 24 horas en todos los animales, en los
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grupos de tratamiento con eritropoyetina, alcanzé las 72 horas en el 80% de los
animales. Es crucial mencionar que, en nuestro estudio, todos los animales fueron
sacrificados inmediatamente después de extraer las muestras debido a la
potencialmente elevada mortalidad al utilizar ratas neonatales en comparacién con las

ratas adultas de otros trabajos.

Numerosos estudios adicionales han respaldado el efecto protector de la
eritropoyetina en lesiones experimentales inducidas por isquemia-reperfusion en
diversos 6rganos, incluyendo el higado, rifién, corazon y retina. 36

En el cerebro, se ha demostrado que la eritropoyetina tiene la capacidad
significativa de reducir el tamafio del infarto cerebral54. La realizacion de nuevos
ensayos clinicos con un disefio adecuado proporcionara informacion concluyente
sobre la aplicacion clinica de la eritropoyetina en lesiones provocadas por isquemia-
reperfusion, incluyendo la enterocolitis necrosante.*

Las conclusiones de los estudios indican que el efecto protector de la
eritropoyetina en las lesiones inducidas por la isquemia intestinal se atribuye, al
menos en parte, a un aumento en la expresion del VEGF (factor de crecimiento del
endotelio vascular).5?

Esta constatacion respalda la habilidad de la eritropoyetina para promover la
expresion de factores angiogénicos, ademas de sus efectos bien conocidos en la
eritropoyesis, la proliferacion celular y la prevencion de la apoptosis. El factor de
crecimiento del endotelio vascular se presenta como una citoquina proangiogénica
crucial, y varios estudios han evidenciado que la aplicacion de eritropoyetina en
distintos modelos de isquemia-reperfusion resulta en un incremento de su expresion
52

Desde un punto de vista metodoldgico, hay varios aspectos relacionados con
la administracion de eritropoyetina que podrian ser objeto de discusion. En primer
lugar, la eleccion del momento en que se administra la hormona. Se han revisado
varios estudios clinicos que sugieren que administrar esta hormona a los recién
nacidos prematuros, con el objetivo de prevenir o tratar la anemia, tiene un efecto
protector en el desarrollo de la enterocolitis necrotizante (ECN)*2. Han investigado el

impacto de la eritropoyetina (Epo) cuando se administra después de la fase de
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isquemia y antes de la reperfusion o como tratamiento una vez que la lesion intestinal
ya ha ocurrido. En el estudio de Guneli et al °, este descubrimiento respalda la nocién
de que la eritropoyetina puede tener un efecto beneficioso tanto como medida
preventiva antes de la isquemia como en el tratamiento después de que se ha
producido la lesion intestinal en el contexto de la enterocolitis necrosante (ECN).5?
Las vias de administracion utilizadas en los diferentes estudios experimentales
han demostrado efecto protector.

Se selecciond la via subcutanea para la administracion, siguiendo el enfoque
empleado en humanos, aunque algunos han utilizado la via intraperitoneal con
resultados positivos. No existe un modelo ideal para la enterocolitis necrotizante; la
eleccion del modelo de isquemia-reperfusion en ratas se fundamenta en la semejanza
de las lesiones en la mucosa intestinal con los hallazgos histopatoldgicos de la ECN
en humanos. El rango de lesiones en este modelo abarca desde un desprendimiento
minimo del epitelio de la vellosidad, acompafiado de congestion vascular, hasta una
necrosis transmural completa. Estos descubrimientos son preponderantes en el
intestino delgado y se manifiestan principalmente de forma segmentaria.3®

Otro motivo que respaldo la eleccion de estos modelos experimentales es la
mayor vulnerabilidad del intestino en animales de pocos dias de vida a la isquemia.
La mucosa intestinal de ratas de 15 dias de vida, en la etapa de destete, es mas
propensa a los efectos de la isquemia-reperfusion en comparacion con el intestino de

ratas adultas.>12

5.4. Aporte cientifico de la Investigacion

Desde el punto de vista tedrico se ha comprobado que la Eritropoyetina tiene
efecto protector en drganos que son sometidos a isquemia del tejido, en este caso
intestinal.

Para efectos practico, nos permite tener como alternativa terapéutica el uso de
Eritropoyetina, en prematuros y recién nacidos de bajo peso al nacer y que este
iniciando el primer estadio de enterocolitis necrotizante, con el fin de limitar el avance
de esta enfermedad, ya que se ha mencionado que cuando se desencadena el proceso

necratico del intestino, es muy dificil limitarlo.
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CONCLUSIONES

El grupo de animales tratados con ligadura de las arterias radiales mesentérica del
intestino que recibid tratamiento previo con eritropoyetina. En el 83.33 % de los

casos, presentaron grados leves de necrosis (grado Iy Il escala de Chiud)

El grupo de animales tratados solo con ligadura de las arterias radiales
mesentérica del intestino en el 50% de los casos, presentaron grados severos de
necrosis (grado 111y IV escala de Chiud). Comparativamente con el grupo que

recibi6 Eritropoyetina (16.6%)

Existen diferencias significativas en el grado de necrosis de ambos grupos. Por lo

que se infiere que la eritropoyetina jugo un rol protector en el primer grupo.
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SUGERENCIAS

Ampliar estudios experimentales en animales de mayor peso que se asemejen a
unrecién nacido (como el cerdo)

Ampliar el nimero de horas de exposicion a la isquemia intestinal, tanto en

grupocontrol Como en el grupo experimental.

Realizar este tipo de investigacion incluyendo otras variables, con el fin de

obtenerenfoques de investigacién de tipo holistico.
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ANEXO 01

MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO: EFECTO DE LA ERITROPOYETINA EN LA PREVENCION DE LA ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE EN UN
MODELO EXPERIMENTAL ISQUEMICO EN RATAS INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO
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PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS OPERALIZACION
VARIABLE |[INDICADORES| Valor finalque | METODO
adoptara la
PROBLEMA GENERAL: | OBJETIVO GENERAL: HIPOTESIS GENERAL | VARIABLE - Al Grupo A: 500 | Estudio
Determinar el  efecto| Si se aplica Ukilo
¢Cual es el efecto de la protector de la Eritropoyetina | eritropoyetina en forma| INDEPENDIENT dia de Hormona| Experimenta
Eritropoyetina enla sobre la necrosis intestinal | subcutanea E: Eritropoyetina l.
prevencion producida por la ligaduraalternade | profilacticamente, siete | Uso de la aplicada
los vasos sanguineos y linfaticos | dias antes, en ratas en| eritropoyetina
De la enterocolitis mesentéricos. quienes se realiza| en el tratamiento en forma sub cuténea,

necrotizante
Utilizando un modelo
experimental en

el que se liga los vasos

sanguineos y

linfaticos mesentéricos
en forma

alternada en ratas?

PROBLEMAS
ESPECIFICOS:

1.- ¢Cudl es el grado de
necrosis

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Evaluar el grado de necrosis
intestinal de acuerdo a la escala
de Chiud en el grupo
experimental que recibid
eritropoyetina durante 7 dias
previos a la ligaduras de vasos
sanguineos y linfaticos
mesentéricos

2 Precisar el grado de necrosis
intestinal de acuerdo con la

ligadura alternada de
los vasos sanguineos

del intestino se
observara  un  efecto
protector ~ contra  la
necrosis  de  tejido
intestinal producida por
la isquemia.
HIPOTESIS
ESTADISTICAS
HO: No hay
diferencias entre la

necrosis del intestino de las

preventivode la

enterocolitis
necrotizante
un

en

modelo experimental

Escala de Chiud

durante 7 dias.

Ligadura

de vasos sanguineos y
linfaticos mesentéricos

por 60 minutos y
después retiro del tejido.
Grado |

Grado 1l
Grado 1l

Poblacion:

Ratas de raza
Holtzen

Muestra

84 de raza
Holtzen
Divididas en
dos grupos A'y|
B




intestinal de acuerdo con la
escala de Chiud en el grupo
experimental que recibid
eritropoyetina durante 7 dias
previos a la ligadura de
vasos sanguineos y linfaticos
mesentéricos?

2.- ¢Cual es el grado de
necrosis  intestinal  de
acuerdo con la escala de

Chiud en el grupo
experimental con

ligadura de  vasos
sanguineos y linfaticos
mesentérico a quienes se les
aplica suero fisioldgico 7
dias antes.

Luego ligadura 60 min |
después retiro de tejido?

escala de Chiud en el grupo
experimental con ligadura
de wvasos sanguineos 'y
linfdticos mesentéricos a
qQuienes se les aplica suero
fisioldgico siete dias antes.
Luego ligadura por 60 min y
después retiro del tejido

ratas del grupo testigo y

aquellas  que reciben
Eritropoyetina en forma
preventiva

HO: Si existen

diferencias entre la
necrosis del intestino de las
ratas del grupo testigo y
aquellas que reciben
Eritropoyetina en forma
profilactica

VARIABLE

DEPENDIENTE:
Necrosis de la
pared intestinal
evaluada mediante
la escala deChiud

Grado IV
Grado V
Sacrificio del
animal
- Al grupo B:
(Grupo  testigo):

Con aplicacion de
suero  fisioldgico
0,5

ml. en las mismas

condiciones que para el

grupo experimental
mas ligadura, mas
retiro de tejido y
evaluacion con
lamisma escala
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Disefo
Experimental
propiamente
dicho, conun
grupo
experimenta
I
(Eritropoyeti
na) y un
grupo de
control (suero
fisioldgico),
con una
evaluacion a
los 7 dias de
la aplicacion
en ambos.
Instrument
0:

Hoja de
control para
medir el
grado de
Necrosis
intestinal de
acuerdo con
la escala de
Chiud en

los dos grupos
del estudio.




ANEXO 02
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
GRUPO CONTROL
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ANIMAL THIPOXIA GRADO | GRADO I GRADO Il GRADO IV GRADO V
1 Yl
2 Y
3 vV
4 Y
5 vV
6 Y
! vV
8 Y
9 Yl
10 vV
11 vV
12 vV
13 N
14 vV
15 N
16 Y
17 Y
18 Y
19 N
20 vV
21 Y
22 vV
23 N
24 vV
25 N
26 vV
27 N4
28 vV
29 N
30 vV
31 Y
32 vV
33 vV
34 vV
35 N4
36 vV
37 N4
38 Y
39 vV
40 Y
41 NN

IS
N

Vv




ANEXO 3
GRUPO CON ERITROPOYETINA
Ratas con ligadura de las arterias radiadas delintestino mas Inyeccién de
Eritropoyetina.
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ANIMAL CERO | THIPOXIA GRADO | GRADO I GRADO Il | GRADO IV | GRADOV
GRADO

1 vV

2 vV

3 vV

4 vV

5 vV

6 vV

7 vV

8 Vv
9 vV

10 N4

11 IV

12 IV

13 N4
14 vV
15 vV

16 IV

17 Y

18 IV

19 vV

20 vV

21 NN

22 IV

23 vV

24 vV

25 vV

26 N
27 vV

28 NG

29 vV
30 vV

31 vV

32 Y

33 vV

34 vV

35 vV

36 vV

37 vV

38 NG

39 vV

40 vV

41 vV

42 NN




ANEXO 04

MAPA DEL MACROPROCESO DE INVESTIGACION - CIRUGIA EXPERIMENTAL

Innovar conocimientos cientificos metodologicos y tecnologias para la prevencion del riesgo, proteccion de dafios,
recuperacion de la salud y rehabilitacion de las capacidades de las personas

INVESTIGADOR
INSN, INDUSTRIA DEL SECTOR SALUD

PROFESIONALES DE LA SALUD

ESTABLECIMIENTOS DE SALUD

PROCESOS ESTRATEGICOS
7 P DIRECCION ESTRATEGICA € v
IMAGEN INSTITUCIONAL GESTION DE LA CALIDAD
—‘\/\ﬁ
PROCESOS OPERATIVOS
INVESTIGACION
GESTION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION
:gg;ggg% INFORME DE
NECESIDAD DE EVALUACION Y - PROYECTO )
NUEVOS I e 5 APROBACION DE _ | EJECUCION, - [—— y/NVESTIGACION| |
TRATAMIENTOS PROYECTOS DE R ASHITOEEOREIEREE B NVESTIGAGION DIFUNDIDA
INVESTIGACION DE INVESTIGACION
ORGANIZACION DESARROLLO DE
MANEJO DE : CONTROL DE
DE DESARROLLC—»| - —» CIRUGA >
DEL PROYECTO ESPECIMENES EXPERIMENTAL PROYECTO
A A
PRESTACION DE SERVICIO DE
SALUD ESPECIALIZADO DOGENCIA
PROCESOS DE SOPORTE
MANTENIMIENTO Y -
GESTION DE LA
SEGURIDAD DE LA GESTION DEL RECURSC "
EOGISHICRINIEGRAO INFRAESTRUCTURA Y HUMANO nee s Lol
BIENES

65



66

ANEXO 05
TRABAJO EXPERIMENTAL

Ratas Holtzen, de 15 a 30 gramos de peso

Grupo B aplicacion de eritropoyetina recombinante

humana.
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Aplicacion de eritropoyetina recombinante humana.

Laparatomia exploratoria para seleccion de tejido
intestinal a ligar
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Ligadura de vasos sanguineos.
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Cierre de laparatomia exploratorl Repbso de isquemia intestinal por 60’
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ANEXO 06.
VALIDACION DEL INSTRUMENTO
CLASIFICACION DE CHIUD

Para el estudio de microscopia se utilizo el estudio descrito por Chiud, el cual se
conside ra que es un parametro de puntuacion adecuada y buen indicador de lesion
isquémica.

Por otro lado, el sistema de puntuacion de Chiud proporciona una
descripcion cualitativa de espectro de lesiones que completa el analisis
morfométrico. Estudios previos han demostrado que este sistema de puntuacion
es buen indicador de lesién isquémica, porlo que se tomd en cuenta esta
clasificacion en el experimento.

La escala para medir el grado de necrosis en fase temprana y tardia por
Chiud y colaboradores 333622 estos estudios fueron publicados en las revistas
42883 Esta escala es usada a nivel internacional en muchos trabajos, sobre
isquemia intestinal, siendo un estudio preciso y claro que tiene coherencia con el

hallazgo histolégico®®

GRADO DESCRIPCION
0 Vellosidades de caracteristicas normales (v.n.)
1 Espacio subepitelial de Gruenhagen; (e.seg) congestion capilar (c.c.)
2 Separacion moderada entre el epitelio y la ldmina propia. (s.e.)
3 Separacion masiva del epitelio (s.m.e.) que se extiende hacia labase de la

vellosidad; algunas vellosidades aparecen denudadas. (v.d.)

4 Denudacion de maltiples vellosidades (v.d.m.) con exposicion de

la 1dmina propiay de los capilares dilatados (c.d.)

5 Digestion y desintegracion de la lamina propia; hemorragia y

ulceracion.




ANEXO 07
RESULTADOS HISTOLOGICOS

GRUPO A
GRADO 1
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GRUPO A CONTROL

GRUPO A
GRADO 2
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GRUPO CON ERITROPOYETINA

GRUPO B

GRADO 1
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NOTA BIOGRAFICA

JENNY BEATRIZ VILLALOBOS ALVA, nacio en el distrito de San Vicente
provincia de Cafiete, departamento de Lima el 16 de setiembre de 1968, hija de Don
Gregorio Claudio Villalobos Cuzcano y Doiia Julia Clariza Alva de Villalobos, con
domicilio actual distrito de Surquillo, provincia de Lima, departamento de Lima. Llevo
sus estudios en el Centro Educativo de Mujeres 2018 y su secundaria en el Colegio
Nacional de Mujeres Santa Rita de Casia. También realizo sus estudios superiores en
la Universidad Nacional Federico Villarreal y obtuvo el titulo de Médico Cirujano
Universidad Nacional Federico Villarreal obteniendo la Especialidad de Cirujano
Pediatra, Magister en Educacion con mencion en investigacion y Docencia
Universitaria Universidad Nacional Hermilio Valdizén, realizo sus précticas
preprofesionales en el Internado hospitalario Hospital Militar Central 1996, realizo
también un Servicio Rural Urbano Marginal hospital de Tocache 1998, ingreso de la
especialidad en Cirugia Pediatrica desde el 2000 al 2003 en el Instituto Nacional de
Salud del Nifio, e ingreso a laborar como médico especialista nombrado en el
Ministerio de Salud-Instituto Nacional de Salud del Nifio desde el 2005 hasta la

actualidad
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AW PVERSGDAD 75 ACIGAL AN EIPD CALDIAAY
LICENCIADA CON RESOLUCION DEL CONSEJO DIRECTIVO N° 099-2019-SUNEDU/ Cb

Fednuco — Pevic
j ESCUELA DE POSGRADO

Campus Universitario, Pabellén V “A” 2do. Piso — Cayhuayna
Teléfono 514760 -Pag. Web. www.posarado.unheval.edu.pe

&% ESCUELA DE POSERALD

I

3

ACTA DE DEFENSA DE TESIS DE DOCTOR

En la Plataforma Microsoft Teams de la Escuela de Posgrado; siendo las 19:30h, del dia martes 28
DE SETIEMBRE DE 2021; la aspirante al Grado de Doctor en Ciencias de la Salud, Doiia Jenny
Beatriz VILLALOBOS ALVA, procedi6 al acto de Defensa de su Tesis titulado: “EFECTO DE LA
ERITROPOYETINA EN LA PREV;NCION DE LA ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE EN UN
MODELO EXPERIMENTAL ISQUEMICO EN RATAS INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL
NINO”, ante los miembros del Jurado de Tesis sefiores:

Dr. Amancio Ricardo ROJAS COTRINA Presidente
Dr. Ewer PORTOCAREMO MERINO Secretario
Dra. Juvita Dina SOTO HILARIO Vocal
Dra. Dimna Zoila ALFARO QUEZADA Vocal
Dra. Maria Luz ORTIZ DE AGUI Vocal

Asesor de tesis: Dr. Mario Marcelino MORE FLORES (Resolucién N° 02141-2019-UNHEVAL/EPG-D)
Respondiendo las preguntas formuladas por los miembros det Jurado y publico asistente.

Concluido el acto de defensa, cada miembro del Jurado procedio a la evaluacién de la aspirante a
Doctor, teniendo presente los criterios siguientes:

a) Presentacion personal.

b) Exposicion: el problema a resolver, hipotesis, objetivos, resultados, conclusiones, los aportes,
contribucion a la ciencia y solucién a un problema social y recomendaciones.

¢) Grado de conviccion y sustento bibliogréfico utilizados para las respuestas a las interrogantes
del Jurado y publico asistente.

d) Diccion y dominio de escenario.

Asi mismo, el Jurado planted a Ia tesis las observaciones siguientes:

Obteniendo en consecuencia la Doctorando la Nota de..... . Disc/SE7E . ()

Equivalente a ... A%\ 7=/ EAL.0....., por lo que se declara ... A/KOLZAD S
(Aprobado 6 desaprobado)

Log miembros del Jurado firman la presente ACTA en sefial de conformidad, en Huanuco, siendo
las. 3414, horas del 28 de setiembre de 2021

ARIO
DNINe.oZ /0322650

............ e~ /(9 . /944/

DNIN°...00 0.6y bop-§ 34 4. DNI N°....0), )/&3/?}»

DNIN°..... gL(ﬁZ@i’o

Leyenda:
19 a 20: Excelente
17 a 18: Muy Bueno
14 a 16: Bueno
(Resolucion N° 02243-2021-UNHEVAL/EPG-D)

755, Lasrossitosir OOV~ O (Fudled Fcisssitisio — Fadoitin U Flat 35 205 i
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ESCUELA DE POSGRADO

CONSTANCIA DE SIMILITUD N° 109-2023-SOFTWARE
ANTIPLAGIO TURNITIN-UNHEVAL-EPG

La Directora de la Escuela de Posgrado, emite la presente
CONSTANCIA DE SIMILITUD, aplicando el software TURNITIN,
el cual reportd un 17% de similitud, cowespéndieflte a la
interesada Jenny Beatriz VILLALOBOS ALVA, de la tesis
titulada: EFECTO DE LA ERITROPOYETINA EN LA
PREVENCION DE LA ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE EN
UN MODELO EXPERIMENTAL ISQUEMICO EN RATAS
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO, cuyo asesor es
el Dr. Mario Marcelino MORE FLORES; por consiguiente.

SE DECLARA APTO

Se expide la presente, para los tramites pertinentes.

Cayhuayna, 21 de diciembre de 2023.

\Dm

//\‘ NOE PO 0@”}0\
-

% ;—.~

DIRECTOR ) }

0
\'\ /f{ji'\lb'\ﬂg/// %

Dra. Digna Amabtlta Manrique de Lara Suarez
DIRECTORA DE LA ESCUEIA DE POSGRADO
UNHEVAL

77

UNIVERSIDAD NACIONAL HERMILIO VALDIZAN @ s s rosinn

e



ADMISIÓN Y MARKETING
Texto tecleado
77


Reporte de similitud
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NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR

EFECTO DE LA ERITROPOYETINA EN LA JENNY BEATRIZ VILLALOBOS ALVA
PREVENCION DE LA ENTEROCOLITIS NE

CROTIZANTE EN UN MODELO EXPERIME

NTAL ISQUEMICO EN RATAS INSTITUTO

NACIONAL DE SALUD DEL NINO

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
10362 Words 58098 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARNO DEL ARCHIVO

43 Pages 350.0KB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Dec 21, 2023 8:18 AM GMT-5 Dec 21, 2023 8:19 AM GMT-5

® 17% de similitud general
El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada bas

* 17% Base de datos de Internet * 1% Base de datos de publicaciones
 Base de datos de Crossref  Base de datos de contenido publicado de Cros
» 4% Base de datos de trabajos entregados

@ Excluir del Reporte de Similitud

 Material bibliografico  Material citado
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Batidad

AUTORIZACION DE PUBLICACION DIGITAL Y DECLARACION JURADA DEL TRABAJO DE INVESTIGACION
PARA OPTAR UN GRADO ACADEMICO O TITULO PROFESIONAL

1. Autorizacion de Publicacion: (Marque con una “X”)

[ Pregrado l l Segunda Especialidad ‘ ‘ Posgrado: ‘ Maestria } [ Doctorado | X J
Pregrado (taly como estd registrado en SUNEDU)
Facultad
Escuela Profesional
Carrera Profesional
Grado que otorga
Titulo que otorga
Segunda especialidad (tal y como estd registrado en SUNEDU)
Facultad
Nombre del
programa
Titulo que Otorga
Posgrado (taly como estd registrado en SUNEDU)
Prog:':n':;b;: :::u dio | CENCIAS DE LA SALUD
Grado que otorga DOCTOR EN CIENCIAS DE LA SALUD
2. Datos del Autor(es): (ingrese todos los datos requeridos completos)
Apellidos y Nombres: | VILLALOBOS ALVA JENNY BEATRIZ
Tipo de Documento: | DNI \ X ‘ Pasaporte ‘ ‘ C.E. ‘ Nro. de Celular: | 999294963
Nro. de Documento: | 15354681 Correo Electrénico: | jenvilalv@gmail.com
Apellidos y Nombres:
Tipo de Documento: | DNI l I Pasaporte J [ C.E. ‘ Nro. de Celular:

Nro. de Documento:

Correo Electrénico:

Apellidos y Nombres:

Tipo de Documento:

NI | | Pasaporte | | CE. |

Nro. de Celular:

Nro. de Documento:

Correo Electrénico:

3. Datos del Asesor: (Ingrese todos los datos requeridos completos segtin DNI, no es necesario indicar el Grado Académico del Asesor)

¢El Trabajo de Investigacién cuenta con un Asesor?: (marque con una “X” en el recuadro del costado, segun corresponda) ‘ Si [ X ’ NO l
Apellidos y Nombres: | MORE FLORES MARIO MARCELINO ‘ ORCID ID: | 0000-0002-2107-0070
Tipo de Documento: | DNI | X ‘ Pasaporte ‘ ‘ C.E. ’ ’ Nro. de documento: | 06754042

4. Datos del Jurado calificador: (ingrese solamente los Apellidos y Nombres completos seguin DNI, no es necesario indicar el Grado Académico del

Jurado)
Presidente: ROJAS COTRINA AMANCIO RICARDO
Secretario: PORTOCARRERO MERINO EWER
Vocal: SOTO HILARIO JUVITA DINA
Vocal: ALFARO QUEZADA DIMNA ZOILA
Vocal: ORTIZ DE AGUI MARIA LUZ
Accesitario
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5. Declaracién Jurada: (Ingrese todos los datos requeridos completos)

a) Soy Autor (a) (es) del Trabajo de Investigacién Titulado: (ingrese el titulo tal y como estd registrado en el Acta de Sustentacion)

EFECTO DE LA ERITROPOYETINA EN LA PREVENCION DE LA ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE EN UN MODELO EXPERIMENTAL ISQUEMICO EN
RATAS INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL NINO.

b) El Trabajo de Investigacion fue sustentado para optar el Grado Académico o Titulo Profesional de: (tal y como estd registrado en SUNEDU)

DOCTOR EN CIENCIAS DE LA SALUD

¢} ElTrabajo de investigacion no contiene plagio (ninguna frase completa o pérrafo del documento corresponde a otro autor sin haber sido
citado previamente), ni total ni parcial, para lo cual se han respetado las normas internacionales de citas y referencias.

d} El trabajo de investigacién presentado no atenta contra derechos de terceros.

e} Eltrabajo de investigacién no ha sido publicado, ni presentado anteriormente para obtener algin Gra do Académico o Titulo profesional.

f) Los datos presentados en los resultados (tablas, graficos, textos) no han sido falsificados, ni presentados sin citar la fuente.

g) Los archivos digitales que entrego contienen la versidn final del documento sustentado y aprobado por el jurado.

h) Por lo expuesto, mediante la presente asumo frente a la Universidad Nacional Hermilio Valdizan {en adelante LA UNIVERSIDAD), cualquier
responsabilidad que pudiera derivarse por la autoria, originalidad y veracidad del contenido del Trabajo de Investigacién, asi como por los
derechaos de la obra yfo invencién presentada. En consecuencia, me hago responsable frente a LA UNIVERSIDAD y frente a terceros de
cualquier dafio que pudiera ocasionar a LA UNIVERSIDAD o a terceros, por el incumplimiento de lo declarado o que pudiera encontrar causas
en la tesis presentada, asumiendo todas las cargas pecuniarias que pudieran derivarse de ello. Asimismo, por la presente me comprometo
a asumir ademas todas las cargas pecuniarias que pudieran derivarse para LA UNIVERSIDAD en favor de terceros con motivo de acciones,
reclamaciones o conflictos derivados del incumplimiento de lo declarado o las que encontraren causa en el contenido del trabajo de
investigacién. De identificarse fraude, pirateria, plagio, falsificacion o que el trabajo haya sido publicado anteriormente; asumo las
consecuencias y sanciones que de mi accién se deriven, sometiéndome a la normatividad vigente de la Universidad Nacional Hermilio
Valdizan.

6. Datos del Documento Digital a Publicar: (ingrese todos los datos requeridos completos)

Ingrese solo el afio en el que sustent6 su Trabajo de Investigacion: (Verifique la Informacién en el Acta de Sustentacion) 2021
Modalidad de obtencion Tesis| X Tesis Formato Articulo Tesis Formato Patente de Invencién
’dell Gradfo I?cad:-:.mlco % E L e Trabajo de Suficiencia Tesis Formato Libro, revisado por

Titulo Protesional; (Marque ) 8 Profesional Pares Externos
con X segun Ley Universitaria
con la que inici6 sus estudios) Trabajo Académico Otros (especifique modalidad)
Pl ERITROPOYETINA ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE EFECTO PROTECTOR ERITROPOYETINA
(solo se requieren 3 palabras)
Tipo de Acceso: (Marque Acceso Abierto | X Condicién Cerrada (*)
con X segun corresponda) Con Periodo de Embargo (*) Fecha de Fin de Embargo:

¢El Trabajo de Investigacién, fue realizado en el marco de una Agencia Patrocinadora? (ya sea por financiamientos de

A = s SI NO X
proyectos, esquema financiero, beca, subvencion u otras; marcar con una “X” en el recuadro del costado segtin corresponda):

Informacion de la
~ Agencia Patrocinadora:

El trabajo de investigacién en digital y fisico tienen los mismos registros del presente documento como son: Denominacién del programa
Académico, Denominacién del Grado Académico o Titulo profesional, Nombres y Apellidos del autor, Asesor y Jurado calificador tal y como
figura en el Documento de ldentidad, T':tulol completo del Trabajo de Investigacién y Modalidad de Obtencién del Grado Académico o Titulo
Profesional segtin la Ley Universitaria con la que se inicié los estudios.
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7. Autorizacién de Publicacién Digital:

A través de la presente. Autorizo de manera gratuita a la Universidad Nacional Hermilio Valdizan a publicar la versién electrénica de este
Trabajo de Investigacién en su Biblioteca Virtual, Portal Web, Repositorio Institucional y Base de Datos académica, por plazo indefinido,
consintiendo que con dicha autorizacién cualquier tercero podréa acceder a dichas paginas de manera gratuita pudiendo revisarla, imprimirla
o prabarla siempre y cuando se respete la autoria y sea citada correctamente. Se autoriza cambiar el contenido de forma, més no de fondo,
| para propésitos de estandarizacién de formatos, como también establecer los metadatos correspondientes.
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Apellidos y Nombres:

VILLALOBOS ALVA JENNY BEATRIZ

DNI:

Huella Digital
DNI: | 15354681
Firma:
Apellidos y Nombres:
Huella Digital
DNI:
Firma:
Apellidos y Nombres:
Huella Digital

Fecha: 26 /01 /2024

Nota:

v" No modificar los textos preestablecidos, conservar la estructura del documento.

v/ Marque con una X en el recuadro que corresponde.

v Llenar este formato de forma digital, con tipo de letra calibri, tamafio de fuente 09, manteniendo la alineacidn del texto que observa en el modelo,
sin errores gramaticales (recuerde las mayusculas también se tildan si corresponde).

v la informacién que escriba en este formato debe coincidir con la informacién registrada en los demds archivos y/o formatos que presente, tales
como: DNI, Acta de Sustentacidn, Trabajo de Investigacién (PDF) y Declaracién Jurada.

v/ Cada uno de los datos requeridos en este formato, es de caracter obligatorio segiin corresponda.
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