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SUMMARY

THE PROTECTIVE EFFECT OF AMNIOTIC FLUID AGAINST ULCERO-NECROTIC ENTEROCOLITIS
IN PREMATURE NEWBORNS - THE LITERATURE OF SPECIALTY LITERATURE

Necrotizing enterocolitis (NE) is the most widespread disease that affects the life of premature babies. NE is pres-
ent in 1-5% of all neonatal ICU admissions and in 5-10% of infants with very low birth weight. The protective role of
breast milk (BM) has been well established. It has also been shown that amniotic fluid (AF) and breast milk have many
similarities in the presence of growth and other factors that modulate immunity.

This finding led to the initial assumption that AF may have similar protection effects against the development of NE
as well as BM. Multiple studies have elucidated the presence of growth factors in AF and the protective effect of AF
against NE. There were also described possible mechanisms by which LAF protects against NE. Currently, research in
this area is extremely active and robust. This review summarizes various studies on the protective effects of AF against
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the development of NE. It also provides insight into future directions, the vast potential of AF as an available biological
environment, and the ethical barriers that need to be overcome before using AF.

REzZUMAT

Enterocolita ulcero-necrotica (EUN) este cea mai raspandita maladie care afecteaza viata copiilor prematuri. EUN
este prezenta in 1-5% din toate internarile RTI neonatale si la 5-10% dintre copiii cu greutate foarte mica la nastere.
Rolul protector al laptelui matern (LM) a fost bine stabilit. S-a demonstrat, de asemenea, ca lichidul amniotic (LA)
si laptele matern au multe asemandri in ceea ce priveste prezenta cresterii §i alti factori care moduleaza imunitatea.

Aceasta constatare a condus la ipoteza initiald ca LA poate avea efecte de protectie similare impotriva dezvoltarii
EUN la fel ca si LM. Studii multiple au elucidat prezenta factorilor de crestere in LA si efectul protector al LA fata de
EUN. Au fost descrise, de asemenea, mecanisme posibile prin care LA protejeazd impotriva EUN. In prezent, cercetarea
in acest domeniu este extrem de activa si robustd. Aceastd revizuire rezuma diferite studii privind efectele protectoare
ale LA impotriva dezvoltarii EUN. De asemenea, ofera o perspectiva asupra viitoarelor directii, potentialul vast al LA
ca mediu biologic disponibil si barierele etice care trebuie depaysite inainte de a folosi LA.

Introducere: Enterocolita ulcero-necotica este prevenire a EUN prin furnizarea de factori trofici prin
o boald inflamatorie gastrointestinald care afecteaza suplimentarea cu LA.
predominant nou-nascutii prematuri. Criteriile de cla- Patogeneza: Patogenia EUN este complexa si
sificare Bell[1] sunt utilizate cel mai frecvent pentru a multifactoriald. Prematuritatea, colonizarea bacteri-
defini severitatea EUN. Enterocolita ulcero-necotica and a intestinului i alimentatia cu formule sunt cei
(NEC) este cea mai frecventd amenintare la adresa trei factori principali responsabili in patogeneza EUN.
vietii nou-nascutilor prematuri (SP) [2]. EUN apa- Prematuritatea determind un peristalism afectat, defi-
re in 1-5% din totalul internarilor in RTI neonatala ciente in componente ale stratului de mucus si pertur-
si 5-10% din cei cu greutatea la nastere foarte mica barea integritatii tractului intestinal epitelial [11].
(<1500 g), ceea ce determind o morbiditate si mor- Rolul TLR4 in patogeneza EUN - receptorul Toll-
talitate sporite. Patel si colab. [4] au aratat cd EUN like 4 (TLR4) reprezintd un receptor imunitar innas-
este cauza principald a mortalitatii la nou-nascutii cu cut care recunoaste lipopolizaharida (LPZ) bacteriilor
greutate foarte mica la nastere. Studiul a constatat ca gram negative. Toll-like receptorul 4 (TLR4) este ex-
la nou-nascutii extrem de prematuri, mortalitatea glo- primat la nivele mai nalte la prematuri decat in in-
bala legata de infectia pulmonara, imaturitate, infectia testinul nou-ndscutilor la termen, rozatoarelor si altor
cu afectarea SNC (2000-2011) a scazut. Cu toate aces- specii [12]. TLR4 este exprimat la niveluri 1nalte in
tea, mortalitatea secundara EUN a crescut in aceeasi perioada de dezvoltare a intestinului fetal. Dupa nas-
perioadd de timp. Perforatia intestinald, sindromul terea prematurd, nivelele intestinale TLR4 raman ridi-
intestinului scurt si colestaza reprezinta cauzele prin- cate, iar colonizarea bacteriand 1n perioada postnatala
cipale ale morbiditatii si mortalititii asociate EUN conduce la o activare exagerata de semnalizare TLR4.
[5,6]. Rezultatele negative pe termen lung includ for- Aceastd activare exageratd a TLR4 duce la dezvoltarea
marea stricturii, dezvoltarea recurentelor EUN si dez- EUN copiilor prematuri prin apoptoza enterocitelor,
voltarea sindromului intestinului scurt [7]. In 2011, afectarea vindecarii mucoasei si favorizarea eliberarii
costul global de ingrijire asociatd EUN clinica a fost citokinelor pro - inflamatorii [13]. Creste colonizarea
de 74.00483, iar cea asociatd EUN chirurgicala a fost bacteriilor, are loc modificarea perfuziei microcircu-
de 198.040 dolari pe copil [8]. Dupa mai mult de o latorii si se manifestd imaturitatea sistemului imunitar
jumatate de secol de cercetare in domeniul EUN in comparativ cu copiii la termen [12,13].Toti acesti fac-
modele pe baza de animale si cercetare in vitro, nu tori favorizeazd dezvoltarea EUN la copiii prematuri.
a putut fi gasit un “glonte magic” pentru a Tmpiedica Colonizarea bacteriana patologica a intestinului
dezvoltarea EUN. Cu toate acestea, in ultimul deceniu nou-nascutilor prematuri conduce la alterarea florei
cele mai eficiente instrumente pentru reducerea po- intestinale normale. Colonizarea intestinului din pe-
verii EUN au fost initiativele de prevenire ale EUN, rioada neonatald timpurie are loc in doud etape [14].
cum ar fi alimentatia cu LM, directiile de transfuzie Prima etapa, care este similara la toti nou-nascutii, de-
a sangelui, administrarea antibioticelor in prematuri- pinde in mod predominant de modul de nastere, iar a
tate [3, 9, 10]. In perioada intrauterind, viata intesti- doua etapa de colonizare la sugari pe termen lung este
nala fetald devine expusa unor concentratii ridicate de determinata de tipul de hranire. Nou-nascutii alaptati
multi factori trofici datoritd inghitirii LA. Dar nasterea la san au, in principal, bifidobacterii / Bacteroides si
prematurd intrerupe Inghitirea LA, ceea ce priveaza sugarii hraniti cu formula au streptococi / stafilococi /
intestinul de acesti factori trofici. In aceasta revizuire, lactobacili [15]. In cazul prematurilor, al doilea val de
vom examina rolul diversilor factori trofici si citoki- colonizare este influentatd mai putin de tipul de hrani-
ne 1n dezvoltarea intestinului si rolul de diminuare / re si este caracterizat de un nivel ridicat de Clostridi-
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aceae si Enterobacteriaceae si numere relativ scazute
ale bifidobacteriilor si Bacteroides. Mai multi cerce-
tatori au aratat o legatura intre microbiota intestinalad
anormala la prematuri gi dezvoltarea EUN. Prematurii
sunt de asemenea expusi terapiei cu antibiotice, ceea
ce poate duce la o crestere semnificativa a florei GIT
anormale [3]. Citokinele pro-inflamatorii, cum ar fi
LPZ, provoaca leziuni epiteliale care conduc la afec-
tarea barierei epiteliale si dezvoltarea EUN prin secre-
tia de oxid nitric. Ford si colab. au comparat mRNA
iNOS in tesutul intestinal de la sugarii cu si farda EUN.
Nivelurile de mRNA iNOS au fost semnificativ mai
mari in probele intestinale de la sugarii care au avut
EUN comparativ cu martorii. Mai mult, analiza imu-
nobiochimica si hibridizarea in situ au confirmat pre-
intestinale recoltate de la sugarii cu EUN [17,18].
in'gelegerea patogenezei exacte a EUN este esen-
tiald pentru implementarea strategiilor de prevenire.
S-a demonstrat ca laptele matern uman si lichidul am-
niotic (LA) contine numerosi factori biologici care pot
proteja impotriva dezvoltarii EUN la copiii prematuri.
inghitirea fetala a lichidului amniotic (LA):
Faptul ca EUN nu este semnalatd in utero a sugerat
posibilitatea prezentei factorilor de protectie in LA
impotriva dezvoltarii EUN. LA este prima expunere
la mediu, contribuind la dezvoltarea GIT si cavitatea
amniotica este identificata la inceputul embriogenezei
[19]. Initial, este compus preponderent din apa si din
substanta dizolvata din plasma materna care se livrea-
za activ fatului prin intermediul placentei si difuzea-
za de la nivelul tesuturilor fetale non - keratinizate in
spatiul amniotic. in timpul celei de-a doua jumatiti
a sarcinii, fatul contribuie in mod activ la volumul si
compozitia LA, in principal prin inghitire si urinare
[20]. Incepand cu 8-11 siptimani de gestatie, fatul
inghite cantitati crescute de LA, care pot ajunge la
500 ml / zi in trimestrul III [20]. La un fat, intreru-
perea ingerarii LA prin ligaturarea esofagiana duce la
anomalii ale vilozitatilor si anomalii ale enterocitelor.
Nou-nascutii cu congestie intestinala congenitala pre-
zentau de asemenea vilozitati plate si slab organizate
distal de locul de obstructie [23]. in modelul de ovine,
efectele intreruperii inghitiri LA asupra mucoasei in-
testinale au fost treptat inversate dupa indepartarea te-
suturilor esofagiene si restituirea ingestiei de LA, dar
nu si perfuzarea de solutie Ringer lactat. Aceste con-
statari au aratat cd efectele trofice ale LA au fost mai
degraba secundare moleculelor bioactive prezente in
LA, decat datorita fluxului de fluide prin intestin [23].
Exista multi factori trofici in LA, cum ar fi factorii de
crestere similari insulinei I si IT (IGF I si II), factorul
de crestere epidermald (EGF), factorul de crestere al
hepatocitelor (HGF) si altele care modifica absorbtia
si dezvoltarea nutrientilor intestinali [24].
Efectul citokinelor asupra dezvoltarii TGI:
Dezvoltarea, maturarea si mentinerea functiilor
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complexe ale IGI necesita interactiunea cu mai multe
expuneri la mediu. Maheshwari [25] descrie citoki-
nele din LA si rolul lor in dezvoltarea TGI. in plus,
fata de citokine, si factorii de crestere livrati mucoasei
intestinale prin LA, de asemenea TGI constitutiv ex-
prima multe citokine si factori de crestere la niveluri
ridicate. Celulele epiteliale intestinale exprima re-
ceptori pentru majoritatea acestor citokine si dovezi
pe modelele animale sugereaza ca multi dintre acesti
agenti pot spori proliferarea enterocitelor, migrarea si
diferentierea lor, prevenirea apoptozei si promovarea
vindecarii, toate protejand impotriva EUN [19, 26].

Rolul peptidelor antimicrobiene in lichidul am-
niotic:

Proteinele si peptidele antimicrobiene (PPA) ser-
vesc ca un spectru larg de molecule antiinfectioase.
LA este o sursd bund de defensine neutrofile de tip
PPA, cu bactericide, proteine de crestere a permea-
bilitatii, calprotectina si defensinul-2 uman (HBD-2)
printre altele [45,46]. Aceste PPA consemneaza activi-
tatea antimicrobiand a LA §i concentratiile lor cresc in
conditiile in care existd o invazie microbiand a cavi-
tatii amniotice. Se considera cd PPA modificd in mod
semnificativ microbiota si mediul inconjurator influ-
enteaza expresia receptorilor de recunoastere a mode-
lului de la suprafata epiteliului intestinal. Nivelurile
scazute ale defensinelor la prematuri sunt asociate cu
o incidenta crescutd a EUN [13]. Concentratiile mai
mari de HBD-2 par sa aiba un efect de protectie odata
ce EUN este stabilita si conduce la o evolutie mai mo-
derati a bolii. In cazul EUN severe, expresia scizuti a
HBD-2 poate sugera un raspuns inadecvat la bacterii-
le intestinale care pot predispune la dezvoltarea EUN
[48]. PPA pare si joace un rol important de protectie
in patogeneza EUN si prezenta lor in LA creste po-
tentialul utilizarii LA pentru protejarea prematurilor
contra EUN.

Rolul factorilor trofici gasiti in LA cu potential
in prevenirea dezvoltirii EUN:

LA contine multi factori trofici (FT) care sunt res-
ponsabili pentru cresterea si dezvoltarea TGI. Cu toate
acestea, o multime de factori sunt, de asemenea, im-
plicati in protectia TGI fetal impotriva leziunilor mu-
coasei. Unii factori relevanti includ:

1) Factorul de crestere epidermala (EGF): in
1962, a fost descoperit un factor de crestere in sali-
va care ar putea induce eruptia prematura a dintilor si
deschiderea pleoapelor - de aceea s-a numit factorul
de crestere epidermal (EGF) [49]. EGF este parte din
grupul de peptide care au structura si afinitatea comu-
na cu receptorul EGF. Este o peptidd mica care functi-
oneaza ca peptida de supraveghere luminala ce poate
fi atasata la receptorul EGF de pe membrana bazolate-
rald atunci cand bariera luminala este deteriorata [50].
Deoarece TGI este o barierd importanta contra sub-
stantelor nocive din exterior, existd o vindecare rapida
a captuselii epiteliale afectate prin migratie epiteliala



si proliferare, numita restituire [51]. EGF stimuleaza
restituirea mucoasei epiteliale a TGI, mitoza celulara
si diferentierea, scade secretia de acid, creste bicarbo-
natul, secretiile de mucus si fluxul sanguin al TGI si
ajutd la digestie prin cresterea secretiilor de amilaza
si prin cresterea motilitatii gastrice. EGF este o mole-
cula citoprotectoare care poate stabiliza epiteliul TGI
de la agenti cum ar fi etanolul sau medicamente anti-
inflamatoare nesteroidiene [52]. EGF are doua functii
fiziologice principale: (1) este implicat in protectia
mucoasei §i vindecarea captuselii epiteliale deteriora-
te si (2) are un rol in digestie, absorbtie si transportul
nutrientilor. Suplimentarea cu FEG protejeaza sobola-
nii impotriva leziunilor de tip EUN. In modelele pre-
clinice, FEG promoveaza maturarea din bariera intes-
tinala, reduce apoptoza enterocitelor si scade reglarea
raspunsului inflamator asociat cu leziuni asemanatoa-
re cu EUN [53,54,55].

2) Factorul de crestere al hepatocitului (HGF):
Este prezent in LA si laptele uman si este exprimat in
tesutul intestinal embrionar si fetal [56]. Receptorul
HGF, C-met- o proto-oncogena care este prezenta pe
celule epiteliale intestinale de criptd, desi este de ase-
menea exprimata in straturile musculare ale intestinu-
lui [26,41]. HGF stimuleaza proliferarea celulara in-
testinald in vitro si s-a demonstrat ca induce cresterea
intestinala la sobolani atunci cand este administratd in
doze farmacologice [56]. Intr - un model animal de
EUN, s-a constatat cd suplimentarea orald cu LA are
rol de protectie experimentala contra EUN la un mo-
del de sobolan (model de hipoxie si hipotermie) care a
fost mediata, cel putin partial, de HGF.

3) Factorul de Crestere-o. tranformator
(TGF-a): Este detectabil in TGl uman la 15 saptamani
de gestatie [56]. Are o structurd similara cu EGF si se
leagd de acelasi receptor. S-a demonstrat ca TGF-a re-
combinant produce un raspuns trofic sinergic al celu-
lelor intestinale cultivate atunci cand sunt combinate
cu EGF, IGF-1, FGF si HGF [57]. Rolul sdu principal
este considerat a fi repararea mucoasei [56].

4) Factorului de crestere-p transformator
(TGF-B): apartine unei familii de peptide de semnali-
zare care influenteaza distributia celulelor stem intes-
tinale. Se considera ca induce diferentierea terminala
a celulelor epiteliale intestinale si pentru a accelera
rata de vindecare a plagilor intestinale prin stimula-
rea migratiei celulare [19]. A fost sugerat si rolul de
prevenire a enterocolitei necrotice [58]. S-a ardtat ca
TGF-B2, suprima raspunsul macrofagelor in intestinul
in curs de dezvoltare si protejeaza impotriva inflama-
tiei mucoasei. TGF-P ingerat pe cale orala promovea-
za functia barierei intestinale, toleranta imuna si repa-
rarea mucoasei in TGI neonatal [60,61].

5) Factorii de crestere similari insulinei IGF-1
si IGF-2): S-a aratat rolul lor in cresterea somatica
si a grosimii peretelui intestinal in monstre duodenale
umane [40].
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6) Factorul de crestere al fibroblastilor (FGF):
Studiile au demonstrat ca inhibarea FGF in activitatea
LA provoacd o reducere de 58% a celulelor epiteliale
intestinale [43, 57].

7) Eritropoietina (EPO): S-a demonstrat ca ad-
ministrarea de EPO recombinata creste Tnaltimea vi-
lozitatilor, zona vilozitétilor, adancimea criptei si spo-
reste proliferarea celulei epiteliale la puii de sobolan
[26,51]. In vitro, a fost demonstrat ca EPO recombi-
nantd protejeaza celulele impotriva leziunilor mucoa-
se, iar incidenta EUN este raportata a fi mai mica la
nou-nascutii care au primit EPO recombinata [62].

8) Factor de stimulare a coloniilor de granulo-
cite (G-CSF): Exista dovezi ca G-CSF poate avea un
rol 1n intretinerea celulara epiteliald [28]. Sectiunile
intestinelor fetale la 8-10, 16-18 si 22-24 de saptamani
de varsta postconceptuala au demonstrat prezenta re-
ceptorilor G-CSF (G-CSF-R). La varsta de 8-10 sap-
tamani postconceptuald, G-CSF-R a fost prezenta in
nucleele din interiorul epiteliului mucoasei §i a fost
ocazional proeminenta la baza criptelor.

9) Familia interleukinelor (IL): Conform unor
studii, IL-2 sporeste vindecarea celulelor epiteliale
intestinale si existd dovezi ca IL-2 joacd un rol cru-
cial in vindecarea mucoaselor. Se considera ca IL-4
imbundtateste integritatea celulei epiteliale intestinale
[30]. IL-6 poate juca un rol In protejarea celulelor in-
testinale Tmpotriva apoptozei secundare hipoxiei sau
altor injurii severe [31]. IL-7 este implicatd in primul
rand In formarea tesutului limfoid intestinal [32]. S-a
demonstrat ca IL-1 induce proliferarea celulelor epi-
teliale intestinale §i cresterea consumului de nutrienti.
IL-1 are de asemenea, un rol demonstrat de a indu-
ce expresia factorului de accelerare a degradarii, care
este responsabil de degradarea complementului acti-
vat (rol de protectie impotriva activarii complemen-
tului) [37].

Rolul laptelui matern in prevenirea dezvoltirii
EUN:

Factorii de crestere, cum ar fi EGF, TGF-a si IGF-1
si multi altii (care sunt aceiasi FT din LA), provoaca
efecte trofice asupra IGI neonatal §i promoveaza proli-
ferarea si diferentierea celulelor epiteliale [63]. Acesti
factori favorizeaza o fluctuatie rapida a enterocitelor
de la cripta la varful vilozitatii. Mai multe peptide
ale laptelui uman cu efect antimicrobian (lactoferina)
sunt capabile sd influenteze dezvoltarea intestinala
[64,65]. Lactoferina se gaseste in colostru si in laptele
matern matur §i promoveaza diferentierea intestinald
[66]. Intr-un studiu amplu prospectiv, laptele matern a
manifestat un rol protector impotriva EUN. EGF, care
este prezent in laptele matern, limiteaza, de asemenea,
leziunea ileala a acizilor biliari si a fost dovedit rolul
ei protector impotriva NEC [69]. Oligozaharidele din
laptele uman (HMO) sunt prezente 1n cantitati mari in
laptele matern si greu digerate / absorbite de copil, dar
traverseaza bariera si prezinta activitati majore [7].



Prebioticele inhiba infectia prin acidificarea lume-
nului intestinal. Noile dovezi demonstreazd ca HMO
inhiba direct inflamatia prin modularea cailor de sem-
nalizare. Good si colab. au sugerat ca prezenta HMO
in laptele matern protejeaza impotriva EUN prin cres-
terea fluxului sangvin al mucoaselor [71]. Ei au de-
monstrat ca aceastd protectie a fost asigurata prin in-
tretinerea perfuziei prin reglarea NO. Se considera ca
diferiti factori din laptele matern au un rol de protectie
impotriva EUN [73].

S-a demonstrat cd multi dintre factorii bioactivi
continuti 1n laptele uman sunt de asemenea, prezenti
in LA [74]. Acest lucru a dus la ipoteza ca daca laptele
matern are rol de protectie impotriva dezvoltarii EUN,
LA ar putea fi administrat postnatal. Ar avea acelasi
grad de protectie impotriva EUN din cauza multor
proprietati similare ale acestor doud medii biologice.
Acest lucru a condus la studii ulterioare care vizea-
za demonstrarea unor asemanari in mecanismele de
protectie oferite de LA si de laptele matern impotriva
EUN.

Mecanismul de protectie al LA si al laptelui ma-
tern impotriva dezvoltirii EUN:

Dupa ce multe studii au demonstrat efectele pro-
tectoare ale LA si ale laptelui matern

impotriva EUN, a fost important sa se elucideze
mecanismele implicate. Jantscher-Krenn si colab. [86]
au aratat ca oligozaharidele din laptele uman, in speci-
al complexele de glicani sunt prezente in laptele uman
si sunt responsabili pentru efectele benefice in EUN
la sobolani neonatali. Daca aceasta cercetare poate fi
transpusa la EUN la nou-ndscutii umani, poate pre-
veni sau reduce povara EUN la nou-nascuti. Good si
colab. au demonstrat efectele activarii TLR4 mediate
de LPZ asupra leziunii si repararii mucoaselor. Ei au
emis ipoteza cd LA poate inhiba semnalizarea TLR4
in cadrul intestinului fetal si atenueaza EUN experi-
mental [87]. In baza acestui studiu a fost demonstrat
efectul protector al laptelui matern impotriva dezvol-
tariit EUN[88]. S-au efectuat doua studii importante
pentru evidentierea efectelor protectoare ale LA si a
laptelui matern impotriva dezvoltarii EUN.

Studiul 1: Mecanismul LA fatd de dezvoltarea
EUN (studiu in baza soarecilor) [87]:

Epiteliul intestinal in utero: Good si colab. au de-
monstrat cd livrarea de LPZ in intestinul fetal a dus
la o crestere semnificativd a expresiei semnalizarii
TLR4 si a citokinelor proinflamatorii. Cu toate aces-
tea, administrarea concomitenta de LA si LPZ in TGI
reduce semnificativ dimensiunea semnalizarii TLR4
in interiorul mucoasei intestinale. Aceste rezultate au
demonstrat ca LA ar putea inhiba semnalizarea TLR4
in intestinul fetal.

Enterocite cultivate: In a doua parte a studiului s-a
emis ipoteza ca EGF (un FT major regésit in LA) a
fost responsabil pentru inhibarea expresiei TLR4. Sa-
vantii au demonstrat ci FEG a provocat o reducere
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semnificativa a activarii TLR4 mediata de LPZ, efecte
care au fost absente cand receptorul EGF (EGFR) a
fost eliminat.

Epiteliul intestinal epitelial: Ei au demonstrat ul-
terior ca LA a inhibat TLR4 semnalizarea prin EGFR
in interiorul intestinului in curs de dezvoltare. Acest
lucru a fost facut prin administrarea LA + LPZ direct
in TGI al fetilor de soareci. Adaugarea unui inhibitor
al EGFR a atenuat efectul protector al LA asupra sem-
nalizarii TLR4.

Afectiuni postnatale: In cele din urma au demon-
strat ca LA atenueaza semnalizarea TLR4 in intestinul
postnatal. Administrarea intravenoasd a LA atenuea-
za in mod semnificativ severitatea EUN (reducerea
expresiei iNOS 1n mucoasa intestinala, restaurarea
si proliferarea enterocitelor, conservarea arhitecturii
mucoaselor si o reducere semnificativa in scorurile
histologice) la soarecii la care EUN a fost indusa de
hipoxie si alimentatia cu formula.

Studiul a identificat activarea EGFR ca fiind o cale
posibild care duce la inhibarea TLR4 in cadrul TGI
fetal si neonatal. Savantii au demonstrat, de aseme-
nea, ca FEG, care este prezent in abundenta in LA, a
mediat aceasta cale. Constatérile lor au subliniat rolul
LA in protectia impotriva EUN.

Studiul 2: Mecanismul de protectie al laptelui
matern impotriva dezvoltarii EUN (studiu pe soareci)
(88):

Enterocitele cultivate: Prima parte a studiului a de-
monstrat ca tratamentul enterocitelor cu lapte matern
a redus in mod semnificativ extinderea TLR4 indusa
de LPZ mediata de activarea citokinelor proinflamato-
rii (similar cu administrarea LA).

In vivo: acest efect protector nu a fost observat la
soareci, sugerand ca activarea EGFR poate fi respon-
sabild pentru un astfel de efect de protectie. S-a con-
statat, de asemenea, ca laptele matern inhiba activarea
TLR4 in vivo prin activarea EGFR.

Dezvoltarea intestinului: s-a demonstrat ca pre-
tratamentul soarecilor cu laptele matern scade semni-
ficativ apoptoza enterocitelor si a proliferarii care se
observid in modele experimentale ale EUN. In intes-
tinul in curs de dezvoltare, administrarea de lapte +
inhibitor al LPZ + EGFR sau adaugarea de lapte de
mama cu EGF au inversat aceste efecte de protectie
(similare cu LA).

In rezumat, cele doud studii au demonstrat ca atat
laptele matern, cat si AF au atenuat EUN prin inhiba-
rea semnalizarii TLR4 prin activarea EGFR. Faptul ca
EGF este prezent in cantitdti mari in laptele matern si
in LA a generat o mare posibilitate de utilizare a LA
ca mediu si fluid pentru a impiedica dezvoltarea EUN
la prematuri.

Efectul de protectie al LA in prevenirea EUN:

Siggers si colab. au folosit LA porcin de la 30 de
porci prematuri. Pentru prima parte a studiului, LA
a fost suplimentat in timpul administrarii parentera-



le si ulterior nutritiei LA a fost suplimentat numai in
timpul alimentatiei enterale. O varietate de metode au
fost apoi folosite pentru a evalua TGI pentru semne
de EUN. Porcii hraniti cu LA in timpul alimentatiei
parenterale si enterale au avut scoruri EUN macro-
scopice mai mici In comparatie cu cei care nu au fost
hraniti, totusi, nu a existat nicio diferentd in scorurile
EUN atunci cand porcii au fost hraniti cu LA numai
in timpul alimentarii enterale. Cresterea absorbtiei de
galactoza a fost observata la administrarea LA In com-
paratie cu porcii hraniti cu formula. Mediatori, cum
ar fi IL-1 si TNF-a au fost identificati la porcii hraniti
cu LA in timpul tratamentului atat parenteral, cat si in
faza nutritionald enterala, fiind evaluati prin analiza
microaradiografiei TGI.

Productia TNF- a a aratat o scadere dependenta de
doza la concentratii sporite de LA, evidentiind pro-
prietatile specifice antiinflamatorii ale LA. De ase-
menea s-a demonstrat ca administrarea postnatald de
LA porcin ca nutritie enterald minimala la prematuri
a dus la o crestere in greutate corporala, modificari
ale colonizdrii bacteriene, a redus severitatea EUN si
a indus diferenta de expresie a ARNm care codifica
genele implicate in raspunsurile inflamatorii intestina-
le. Efectele benefice ale LA au fost observate numai
atunci cand LA a fost furnizat atdt ca o nutritie en-
terala minimala in timpul alimentatiei parenterale si
urmatoarea perioadd de alimentatie enterald, in timp
ce numai LA in timpul perioadei enterale nu au avut
efecte similare.

Un subiect important pe care il are studiul este fap-
tul ca activitatea de promovare a cresterii LA la nive-
lul celulelor intestinale fetale este mai mica in compa-
ratie cu laptele matern [57] si concentratiile factorilor
imunomodulatori, cum ar fi TGF-a, sunt doar 10-15%
din cele regéasite in colostru [89].

A fost investigat, de asemenea, rolul administrarii
LA Ianivel enteral asupra incidentei si severitatii EUN
experimentale [56]. A fost ardtatd o incidentd semni-
ficativ scdzuta si severitate scazutd a EUN la puii de
sobolan care au primit 30% LA 1n comparatie cu gru-
pul martor (sobolani care au fost hraniti cu formula
purd). S-a demonstrat, de asemenea, ci suplimentarea
cu LA sporeste expresia tisulara redusa a citokinelor
inflamatorii la puii de sobolan.

In acest studiu, s-a stabilit cd LA a crescut sem-
nificativ proliferarea celulelor, migrarea si supravie-
tuirea in vitro. Acest efect a fost blocat atunci cand a
fost adaugat un inhibitor al receptorului HGF. Savantii
au identificat HGF ca fiind o componenta bioactiva
-cheiea LA. Aceste descoperiri au subliniat faptul ca
LA inghitit are efect de maturare in intestinul in curs
de dezvoltare.

EUN este o boald a prematurului si se poate dato-
ra faptului ca nasterea prematura duce la intreruperea
inghitirii de LA i, prin urmare, rata de disponibilita-
te mica a factorilor trofici ai LA face prematurii mai
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vulnerabili la EUN. Acest fapt sugeread posibilitatea
ca suplimentarea enterald cu LA la prematuri poate fi
o modalitate potentiala de a furniza factoriul trofic pe
care copilul I-ar fi primit ca fat in utero.

Rolul celulelor stem amniotice:

Celulele stem au devenit o optiune clinica tera-
peuticd pentru alte boli inflamatorii intestinale care
prezinta unele caracteristici ale EUN, cum ar fi boa-
la inflamatorie intestinala [92]. Celulele stem pentru
astfel de tulburari sunt derivate din maduva osoasa.
Aplicarea LA derivatd din celule stem este 0 metoda
noua si este specifica pentru prevenirea si tratamentul
EUN. in prezent, acest potential al celulelor stem LA
este un domeniu cu o cercetare extrem de activa.

Epiteliul intestinal are o rata de diviziune extrem
de rapida, intregul epiteliu fiind reinnoit la fiecare 4-5
zile [93]. Celulele stem intestinale din cripta se divid
foarte repede, ceea ce genereaza celule care se dife-
rentiaza in enterocite, celule entero-endocrine si alte
epiteliocite specializate, care apoi migreaza spre var-
ful vilozitatii.

La varful vilozitatii, apoptoza este responsabila de
circulatia normala a celulelor epiteliale [95]. Aceas-
ta este urmatd de clearance-ul autofagic al resturilor
apoptotice. In conditii normale, rata de proliferare in
cripte este egala cu rata de pierdere de celule la varfuri
prin apoptoza si autofagie. EUN se caracterizeaza prin
apoptoza crescutd, observatd atit in studiile experi-
mentale [96] cat si in EUN umana [97]. Dovezi recen-
te sugereaza, de asemenea, cd autofagia este crescuta
in EUN experimentala si umana [98].

Descoperirea celulelor stem in LA a condus la cer-
cetari 1n privinta efectului lor asupra EUN. Prezen-
ta unei subpopulatii a celulelor LA cu caracteristici
mezenchimale, care au putut si prolifereze in vitro
mai rapid decat celulele fetale si cele adulte compa-
rabile au fost descrise in 2001 [100]. Ulterior, s-a de-
monstrat cd LA poate fi o sursa abundentd de celule
fetale care prezinta un potential de diferentiere similar
cu cel al celulelor stem derivate din maduva osoasa
[101]. Un studiu publicat in 2009 a emis ipoteza ca
celulele progenitoare intestinale din LA (celulele stem
LA) pot oferi o strategie noud pentru reintegrarea in-
testinala [103]. Pentru a aborda aceasta ipoteza, auto-
rii au Incercat sa caracterizeze markerii de celule stem
intestinale in LA. S-a obtinut LA de la soareci, el fiind
aspirat fara contact cu placenta. Ulterior, ARN a fost
extras si rtPCR a fost efectuat pentru Lgr 5 si Musa-
shi-1, markerii selectati ai celulei stem intestinale pen-
tru studiu. Celulele AF au fost de asemenea cultivate
si extractia de proteine a fost necesara pentru imuno-
bloturi pentru LgrS si Musashi-1. Studiul a demon-
strat ca celulele LA la soareci au exprimat Lgr 5 inca
de la 13,5 saptamani de gestatie, in timp ce Musashi-1
a fost exprimata in primele 12,5 saptadmani de gestatie.
Ambii markeri au fost exprimati in LA uman incepand
cu cea de-a 14-a saptaimana de gestatie. Acest studiu a



demonstrat definitiv ca celulele LA exprima markerii
de celule stem intestinale si posibilitatea de a obtine
celulele progenitoare din LA au reprezentat o etapa
critica in ceea ce priveste utilizarea lor potentiala in
vindecarea tulburarilor intestinale secundare la EUN.

Bariere in utilizarea celulelor stem ale LA si vi-
itoarele directii:

Celulele stem LA sunt o sursa potentiala de celule
pentru aplicatii terapeutice. Cu toate acestea, un im-
portant obstacol in calea fabricarii celulelor stem de
calitate clinica este nevoia de bune practici de fabri-
care pentru crioconservarea, depozitarea si distributia
acestor celule.

Majoritatea metodelor actuale de crioconservare
utilizeaza crioprotectorul potential toxic dimetil-sul-
foxid in prezenta proteinelor din serul animal care im-
piedica utilizarea directd a aceste celule in aplicatiile
terapeutice umane. Un studiu realizat de Seo si colab.
a demonstrat ca celulele stem LA pot fi conservate cu
un sfert din concentratia standard de dimetil-sulfoxi-
dul dupa addugarea dizaharidelor, antioxidantilor si
inhibitorilor de caspaza [107].

Preparate de lichid amniotic:

Calhoun si colab. au initiat studii privind adminis-
trarea enterald a preparatelor de lichid amniotic (PLA)
[108]. Acest PLA este un factor steril, non - caloric,
izotonic, care contine o solutie experimentala [108].
Cei doi factori de crestere ai acestei solutii - factorul
de stimulare a coloniilor de granulocite (rG-CSF) si
eritropoietina recombinata (rEPO) - se gasesc abun-
dent in laptele uman si LA, joaca un rol-cheie in intes-
tinul 1n curs de dezvoltare si sunt relativ rezistenti la
digestie [109]. Receptorii pentru G-CSF si EPO sunt
abundenti pe suprafata luminald a vililor intestinali
fetali [109]. Pentru a furniza aceeasi concentratie de
G-CSF si EPO ca cea care este inghitita de fat in tim-
pul trimestrului al doilea al sarcinii, rG-CSF si rEPO
sunt concentrate de zece ori in PLA [109]. Pentru a
evalua toleranta PLA administrata enteral la nou-nas-
cutii prematuri, 30 de pacienti au fost impartiti in 3
grupe [110]. Fiecare grup a primit 5, 10 sau 20 ml /
kg / zi de PLA timp de 3 zile zile. Nu a existat nici o
dovada de intolerantd masurata prin cresterea rezidu-
urilor gastrice, cresterea circumferentei abdominale,
diaree, modificari ale tensiunii arteriale, eruptie cuta-
natd tranzitorie, EUN sau perforatie intestinald. Acest
studiu a aratat ca administrarea enterala a unei solutii
cu LA a fost bine toleratad in doze de pana la 20 ml / kg
/ zi [110]. Un studiu realizat de Christensen si colab.
a examinat gradul de intoleranta ale hranei printre su-
garii cu greutate foarte mica la nastere dupa adminis-
trarea bolurilor gastrice orale ale unei solutii similare
LA. Aceasta solutie a fost administrata impreuna cu
lapte si a fost intrerupta administrarea atunci cand ali-
mentdrile cu lapte au constituit 80 ml /kg/zi.

Desi potentialul pentru administrarea postnatalad
a LA este interesant, riman multe probleme etice in
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ceea ce priveste colectarea si utilizarea LA, inclusiv:

a) Cum ar trebui sa fie colectat LA? Prin amnio-
centeza sau imediat Inainte de nastere?

b) Care este varsta gestationald optima pentru co-
lectarea LA?

¢) Deoarece nasterea vaginala poate contamina
LA, acesta ar trebui sa fie colectat numai in timpul ce-
zarienelor daca nu a fost colectat prin amniocenteza?

d) LA utilizat trebuie si fie recoltat exclusive de
la mama nou-nascutului sau poate exista un “donator
de LA “?

e) in cazul mamelor care nasc prematur, LA poate
fi utilizat, chiar daca riscul de contaminare secundar
cu corioamnionita este relativ mare?

f) Sunt oare necesare studii suplimentare pe ani-
male, in afara studiilor efectuate pe sobolani si soa-
reci, pentru a evalua impactul continuu §i siguranta
administrarii LA?

g) Care este metoda adecvata de sterilizare efici-
entda LA?

h) Este posibil ca celulele stem LA sa fie adminis-
trate n conditii de siguranta farda a cauza alte efecte
daunatoare?

Asemenea probleme etice si de stocare demon-
streaza ca suntem inca in faza incipienta de utilizare a
LA ca o posibild optiune terapeutica. Cu toate acestea,
rolul LA in tratamentul EUN este o zona extrem de
interesantd de cercetare.

Exista dovezi de cercetare care demonstreaza rolul
benefic al suplimentelor de LA. Cu toate acestea, pri-
ma regula in medicina este “nu dduna’si, prin urmare,
se impun in continuare studii i experiente controlate,
randomizate, privind respectarea regulilor de preleva-
re, stocare si utilizare a LA .Rezultatele lor sunt esen-
tiale Tnainte ca LA si poata fi utilizat de rutina si in
conditii de siguranta.
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