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PALABRAS CLAVE Resumen La encefalopatia hipoxico-isquémica neonatal como consecuencia de la falta de
Encefalopatia oxigeno en el cerebro del recién nacido aparece asociada a secuelas neurologicas severas como
hipoxico-isquémica; la paralisis cerebral, pudiendo incluso desencadenar la muerte del recién nacido asfictico.
Asfixia; Actualmente, la hipotermia es la Unica terapia empleada en las unidades de cuidados intensivos
Hipotermia; neonatales, gracias, principalmente, a su capacidad para disminuir la acumulacion de aminoa-
Terapias cidos excitatorios y a su efecto antioxidante, antiinflamatorio y antiapoptdtico. Sin embargo, la
neuroprotectoras; hipotermia no presenta beneficio clinico significativo en aproximadamente la mitad de los casos,
Terapia combinada haciéndose necesario encontrar u optimizar una terapia eficaz que disminuya las secuelas neu-

rologicas derivadas de la asfixia perinatal, mediante su aplicacion en solitario o en combinacion
con la hipotermia.

Dentro de estas terapias con potencial terapéutico demostrado destacan la melatonina, el
alopurinol y la eritropoyetina, con ensayos clinicos en marcha, y otras como las células madre, la
N-acetilcisteina o los gases nobles, con trabajos preclinicos publicados. La melatonina desarro-
lla un notable efecto antioxidante y antiinflamatorio, actuando como secuestrador de radicales
libres y regulando diversos mediadores proinflamatorios. Por su parte, el alopurinol ejerce una
potente funcion antioxidante mediante la inhibicion de la enzima xantina oxidasa. La eritropo-
yetina, en cambio, tiene su principal diana terapéutica en la muerte celular y en la estimulacion
de la neurogénesis.

Teniendo en consideracion las diferentes dianas y estrategias terapéuticas, el futuro del
tratamiento de la encefalopatia hipdxico-isquémica podria hallarse en la combinacion de uno
o0 varios de estos tratamientos junto con la hipotermia terapéutica.
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Combined therapy in neonatal hypoxic-ischaemic encephalopathy

Abstract Neonatal hypoxic-ischaemic encephalopathy due to the lack of oxygen at birth can
have severe neurological consequences, such as cerebral palsy, or even the death of the asphy-
xiated newborn. Hypothermia is currently the only therapy included in intensive care neonatal
units. This shows a clinical benefit in neonates suffering from hypoxic-ischaemic encephalo-
pathy, mainly because of its ability to decrease the accumulation of excitatory amino acids
and its anti-inflammatory, antioxidant, and anti-apoptotic effects. However, hypothermia is
not effective in half of the cases, making it necessary to search for new, or to optimize current
therapies, with the aim on reducing asphyxia-derived neurological consequences, either as
single treatments or in combination with cooling. Within current potential therapies, melato-
nin, allopurinol, and erythropoietin stand out among the others, with clinical trials on the way.
While, stem cells, N-acetylcysteine and noble gases have obtained promising pre-clinical results.
Melatonin produces a powerful antioxidant and anti-inflammatory effect, acting as free radi-
cal scavenger and regulating pro-inflammatory mediators. Through the inhibition of xanthine
oxidase, allopurinol can decrease oxidative stress. Erythropoietin has cell death and neuroge-
nesis as its main therapeutic targets. Keeping in mind the whole scenario of current therapies,
management of neonates suffering from neonatal asphyxia could rely on the combination of
one or some of these treatments, together with therapeutic hypothermia.

© 2019 Asociacion Espanola de Pediatria. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

Con una incidencia de 1-3 por cada 1.000 recién nacidos a
término’, la encefalopatia hipéxico-isquémica (EHI) es una
de las causas mas frecuentes de lesion cerebral en el neo-
nato. Teniendo en cuenta el creciente nimero de recién
nacidos de alto riesgo por causas como el incremento en la
edad materna y el nimero de embarazos multiples, entre
otros, la EHI persiste como un problema relevante en el
ambito hospitalario para el cual todavia no existe una solu-
cion definitiva.

El estudio de la fisiopatologia tras la asfixia perinatal ha
permitido comprender el complejo proceso que acontece a
nivel celulary tisular durante el desarrollo del dafo cerebral
ante la falta de oxigeno. Muchos de estos mecanismos lesi-
vos son agrupados con base en el tiempo que discurre desde
su aparicion, describiéndose 4 fases principales (fig. 1): de
hipoxia-isquemia (HI), latente, secundaria y terciaria. En
un primer momento, la lesion viene desencadenada por un
déficit en el aporte de oxigeno a las células y los tejidos,
provocando una insuficiencia energética primaria. Poste-
riormente, los niveles de fosfatos de alta energia parecen
recuperados, constituyendo la fase latente. Sin embargo,
esta mejora es transitoria, dando paso a la fase secundaria,
en la que se ponen en marcha muchos de los mecanismos
fisiopatoldgicos implicados en el desarrollo del dafno cere-
bral neonatal, destacando: excitotoxicidad, entrada masiva
de Ca?* en la célula, estrés oxidativo, reaccion inflamatoria
y, en la mayoria de los casos, muerte celular por necrosis
o apoptosis. Por Ultimo, la fase terciaria se caracteriza por
la persistencia del dano cerebral semanas, meses e incluso
anos después de la agresion hipoxico-isquémica.

Este conocimiento de la fisiopatologia ha permitido des-
cribir potenciales dianas terapéuticas con el objetivo de

reducir el dano cerebral derivado de la asfixia, con el con-
siguiente desarrollo de numerosas estrategias terapéuticas.
Algunos de estos tratamientos, actualmente en ensayo, bus-
can actuar de forma sinérgica con la hipotermia terapéutica,
la Unica terapia frente a la EHI que se ha incorporado a las
unidades de cuidados intensivos neonatales.

Hipotermia

El origen de la hipotermia como terapia neuroprotectora
neonatal surge del descubrimiento de la puesta en mar-
cha de un mecanismo endogeno de enfriamiento por parte
del recién nacido que ha sufrido algin dafo durante el
nacimiento’?. Su efecto neuroprotector estd relacionado
principalmente con la reduccion del metabolismo cerebral,
con un descenso del 5% por cada grado de temperatura®,
consiguiendo de esta forma modular algunas de las rutas
metabdlicas lesivas desencadenadas tras la asfixia, resumi-
das en la figura 2.

Terapia combinada

Ante la evidencia de que los actuales protocolos de hipo-
termia parecen optimos* y que su eficacia en la practica
clinica se ha demostrado limitada®, se hace necesario
ampliar el elenco de agentes terapéuticos frente a la EHI®.
Investigaciones recientes se centran en el desarrollo e
implementacion de terapias que puedan ser utilizadas en
combinacion con la hipotermia, tratando de actuar a dis-
tintos niveles de proteccion de la cascada fisiopatologica o
fomentando la sinergia entre ambas terapias (fig. 3).
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Efecto de la hipotermia sobre los mecanismos de dano.

Aa: aminoacidos; BHE: barrera hematoencefalica; H,0,: peroxido de hidrogeno; IL-1B: interleucina 138; MMP: metaloproteasas de
la matriz; NO-: 6xido nitrico; O,--: anion superoxido; TNF-a: factor de necrosis tumoral «.
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Figura 3  Posibles dianas terapéuticas y principales estrategias neuroprotectoras bajo ensayo frente a la EHI neonatal.

EPO: eritropoyetina; NAC: N-acetilcisteina.

Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una neu-
rohormona sintetizada por la glandula pineal, secretada
siguiendo un ciclo diurno/nocturno y encargada, principal-
mente, de regular el ritmo circadiano. Un punto clave para
ser utilizada como terapia frente a la EHI radica en su nota-
ble poder antioxidante y antiinflamatorio’ y en su capacidad
de atravesar la barrera hematoencefalica y de llegar al sis-
tema nervioso central®.

Previo paso a su ensayo en neonatos, la melatonina ha
demostrado ser capaz de incrementar el nivel de proteccion
desarrollado por la hipotermia, mediante la optimizacion
del metabolismo energético cerebral en un estudio con
lechones’. A nivel clinico, en un trabajo publicado por Aly
et al."% la mitad de los recién nacidos asficticos fueron
tratados con hipotermia y 5 dosis de 10 mg/kg/dia de mela-
tonina por via oral. Los autores observaron una reduccion de
los niveles en suero de superdxido dismutasa y oxido nitrico
en los sujetos tratados con la terapia combinada frente al
grupo que Unicamente fue sometido a hipotermia, demos-
trando de esta forma el efecto beneficioso de su aplicacion
conjunta frente al estrés oxidativo.

Con el objetivo de evaluar la seguridad, la farmacociné-
tica, la posologia y la efectividad del uso de la melatonina
en combinacion con hipotermia, un estudio reciente condu-
cido por Balduini et al. ha demostrado que la hipotermia
no afecta a la farmacocinética de esta neurohormona'’,
pudiendo alcanzarse valores elevados en sangre con dosis
inferiores a las empleadas en modelos experimentales.
Actualmente, se encuentra en proceso de reclutamiento de
pacientes el estudio MELPRO (NCT03806816), en el que se
pretende incluir a 100 neonatos. Este y otros trabajos son
indispensables previo desarrollo de ensayos clinicos de fase
iy posterior aplicacion de la melatonina en la practica cli-
nica.

Alopurinol

La base sobre la que se sustenta la utilizacion de alopurinol
como terapia frente a la EHI es su efecto inhibitorio sobre
el enzima xantina oxidasa, implicada en el dafno oxidativo.

Ademas, este medicamento posee la capacidad de quelar
el hierro libre y de actuar como secuestrador de radicales
hidroxilo'>'3. Resultados preclinicos obtenidos con un
modelo de rata neonatal en el que los animales fueron
incluidos en 5 grupos experimentales (grupo control, grupo
de HI, grupo tratado con hipotermia, grupo tratado con
alopurinol y grupo de terapia combinada), mostraron que,
72 h tras la HI, la mayor reduccion de volumen infartado se
dio en el grupo de la terapia combinada'.

Respecto a sus caracteristicas farmacologicas, el alopuri-
nol es capaz de atravesar la placentay alcanzar rapidamente
la concentracion adecuada en el neonato, dato comprobado
mediante un estudio realizado en gestantes a las que se les
administréo 500mg iv de alopurinol, obteniéndose, a los 5
min, niveles dptimos en muestras de cordén umbilical’. Con
el fin de evaluar su posible efecto antioxidante en el neo-
nato asfictico, un estudio realizado por van Bel et al. en
1998 concluyo que, en el grupo de neonatos con EHI severa,
la administracion de 40mg/kg iv de alopurinol conseguia
reducir la formacién de radicales libres'®. Sin embargo, un
ensayo posterior realizado por Benders et al. en 2006 no
encontrd diferencias entre el grupo tratado con alopuri-
nol y el grupo control'®. Las conclusiones de los autores
senalaron la extrema gravedad de la EHI en los neonatos
incluidos en la muestra como una posible causa de la ausen-
cia de diferencias significativas. También consideraron que
el periodo transcurrido hasta la aplicacion del alopurinol
(3-4 h posreperfusion) podria haber sido relativamente tar-
dio para obtener resultados favorables. En relacion con este
Ultimo punto, Gunes et al. administraron la misma dosis de
alopurinol que los 2 ensayos previos, pero dentro de las pri-
meras 2 h de vida, obteniendo, en el grupo de tratamiento,
una aparente mejoria en el neurodesarrollo'’. En linea con
estos resultados, la administracion de alopurinol iv a la
madre durante el parto de fetos con hipoxia o hipoxia inci-
piente ha demostrado aumentar la eficacia del tratamiento,
reduciendo los niveles en sangre de la arteria umbilical de
la proteina S-1008, utilizada como biomarcador de dafo
cerebral'®. Actualmente esta en marcha un ensayo clinico
Effect of Allopurinol for Hypoxic-ischemic Brain Injury on
Neurocognitive Outcome (NCT03162653), que trata de eva-
luar su potencial terapéutico administrando el inhibidor
enzimatico en los primeros minutos de vida.
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Eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO) es una citocina de 30,4 kDa que
en el periodo fetal es sintetizada por el higado para,
posnatalmente, ser sintetizada por el rifion y el cerebro
en desarrollo, donde actia como factor de crecimiento y
agente neuroprotector’. El uso tanto de la EPO como de
la EPO recombinante humana (rhEPO) en la EHI se funda-
menta en su accion a través de su receptor, presente en
neuronas y glia?®, capaz de desarrollar una potente activi-
dad antiapoptotica (favoreciendo la transcripcion de genes
antiapoptoticos Bcl-2 y Bcl-xL), asi como antiinflamatoria
y antioxidante'®?'. Ademas de su efecto neuroprotector,
la EPO es capaz de promover procesos reparativos a largo
plazo, tales como la angiogénesis, la oligodendrogénesis y
la neurogénesis?>23,

Ensayos preclinicos en los que se ha evaluado el efecto
sinérgico de la coadministracion de EPO o rhEPO con hipo-
termia han obtenido resultados contradictorios. Utilizando
un modelo similar de dafo cerebral hipoxico-isquémico en
ratas neonatales P7, Fang et al. mostraron que su admi-
nistracion conjunta no generaba un efecto neuroprotector
significativo?®. Sin embargo, en otro trabajo realizado por
Fan et al.?®, los autores si observaron un ligero efecto bene-
ficioso en la funcion sensorio-motora de las ratas neonatales,
aunque esto no se reflejo en la histologia de muestras cere-
brales.

Estudios en recién nacidos con EHI han demostrado que la
rhEPO es segura en dosis entre 300 y 2.500 U/kg. Dosis bajas
de rhEPO se muestran eficaces en pacientes con dafo mode-
rado, cuya administracion aparece asociada a un menor
riesgo de discapacidad o mortalidad?. Dosis mas elevadas
(de hasta 2.500 U/kg) son capaces de disminuir las convul-
siones y las anomalias neuroldgicas a los 6 meses?’.

A dia de hoy, se encuentran en curso 3ensayos clini-
cos en fase m en los que se pretende incluir a un total
de 840 neonatos para evaluar la seguridad y la eficacia de
dosis altas de EPO (1.000 U/kg) en combinacion con hipoter-
mia (Erythropoietin for Hypoxic Ischaemic Encephalopathy
in Newborns, NCT03079167; High-dose Erythropoietin for
Asphyxia and Encephalopathy, NCT02811263; Erythropoietin
in Management of Neonatal Hypoxic Ischemic Encephalo-
pathy, NCT03163589). El objetivo primario de los 2 primeros
ensayos es la reduccion de muerte o discapacidad a los 2
anos, mientras que el Ultimo evaluara estos parametros tras
un ano. Habra que esperar a los resultados de estos y otros
estudios para poder determinar si la EPO o alguno de sus
derivados presentan eficacia terapéutica y de qué manera
debe ser implementada, evaluando factores como la dosis
minima efectiva, su via de administracion, la duracion de la
terapia, etc.

Células madre

El empleo de células madre es un campo cada vez mas
explorado para tratar todo tipo de enfermedades, entre
ellas la EHI. Esta terapia podria facilitar la reparacion y
la regeneracion del tejido cerebral dafado tras la agresion
hipoxico-isquémica, a través de su interaccion con célu-
las del sistema inmunitario localizadas en 6rganos alejados
del cerebro tales como el bazo, alterando de esta forma la

respuesta inmune/inflamatoria. Asi mismo, la recuperacion
funcional obtenida tras su administracion puede deberse en
parte a una interaccion entre las células trasplantadas y el
tejido cerebral, con la consiguiente produccion de factores
de crecimiento, cuyo efecto final se refleja en un aumento
de la proliferacion celular y de la neurogénesis.

Pese a que aln es necesario aumentar los conocimien-
tos que nos permitan su aplicacién como terapia efectiva,
trabajos realizados en modelos experimentales han demos-
trado que células madre de diversa naturaleza son capaces
de sobrevivir al hospedarse en el cerebro lesionado, diferen-
ciarse en neuronas o células gliales, integrarse en el tejido
diana y modificar favorablemente los resultados conductua-
les (revisados en Bennet et al.?®). Estudios recientes han
descrito que la administracion de células madre mesenqui-
males junto a 24 h de hipotermia en ratas P7 ha obtenido
mejores resultados que cada terapia de forma individual?’,
incrementando, ademas, la ventana terapéutica para su
administracion hasta 2 dias después del evento hipdxico-
isquémico®®. A su vez, las células madre pueden modular
la respuesta inmunitaria mediante su interaccion con célu-
las localizadas en drganos alejados del cerebro tales como
el bazo, cuya movilizacion ha demostrado capacidad de
exacerbar la respuesta inflamatoria y el dano HI en el
cerebro inmaduro, pudiendo incrementar de esta forma la
neuroproteccion®'-32,

La terapia con células madre, exclusiva o en combinacion
con hipotermia, es un campo de investigacion prometedor
que todavia requiere de ensayos clinicos para determinar,
entre otros, los tipos de progenitores mas efectivos, la dosis
optima y el periodo de administracion mas adecuado para la
obtencion de los mejores resultados terapéuticos?®. Uno de
estos trabajos en marcha en fase de reclutamiento (Study of
hCT-MSC in Newborn Infants With Moderate or Severe HIE,
NCT03635450) incluira una muestra de 6 neonatos de 36 o
mas semanas de gestacion con EHI moderada-severa, que
seran tratados con hipotermia e infusion de 2 dosis de célu-
las mesenquimales estromales derivadas de cordén umbilical
(hCT-MSC, por sus siglas en inglés). Este ensayo en fase | ha
establecido como objetivos principales evaluar la seguridad
de la administracion de hCT-MSC y analizar la supervivenciay
el neurodesarrollo de los neonatos a los 6 y 16 meses, respec-
tivamente. En otro estudio también en fase 1 (NCT00593242),
el trasplante autégeno de células de cordén umbilical obtuvo
resultados prometedores, donde un 74% de los neonatos
que recibieron células madre presentaron puntuaciones por
encima de 85 en los 3 dominios del test de Bayley, frente al
41% que recibid solo hipotermia®:.

N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC) es un precursor de la cisteina
que puede actuar como secuestrador de radicales libres y
es capaz de contribuir al mantenimiento del glutatién®,
regulando de esta forma el estrés oxidativo. Respecto a su
aplicacién junto con hipotermia, la NAC mostré una mayor
reduccion en el volumen cerebral infartado al comparar el
grupo de terapia combinada con los grupos que solo recibie-
ron un tratamiento. Ademas, se obtuvieron valores similares
a los animales del grupo control con relacion a los reflejos
y al dafio en la sustancia blanca®. Gracias a la ausencia
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de efectos teratogénicos tras su administracion durante el
embarazo y a su capacidad de atravesar la placenta®, la
NAC ha sido catalogada como uno de los agentes terapéuti-
cos mas prometedores para su inclusion en las unidades de
cuidados intensivos neonatales. Sin embargo, a dia de hoy no
encontramos ningln estudio clinico en marcha para analizar
su uso frente a la EHI, limitandose a ensayos relacionados
con inflamacion intraamniotica, corioamnionitis o sindrome
de estrés respiratorio.

Gases nobles

Gases nobles como el xendn y el argon han demostrado
efectos neuroprotectores en modelos experimentales de HI
neonatal. Numerosos trabajos han evaluado la posibilidad
de utilizar el xendn como agente terapéutico (para revision,
véase Lobo et al.’’), debido a su capacidad de disminuir
la excitotoxicidad post-HI mediante la modulacion de los
receptores glutamatérgicos NMDA%:3%,

Con un tamano muestral de 92 neonatos de entre 36
y 43 semanas, el ensayo clinico multicéntrico Total Body
hypothermia plus Xenon (TOBY- Xe) ha empleado este gas
en combinacion con hipotermia. Pese a que los resultados
no han mostrado diferencias significativas entre grupos®,
y con el objetivo de profundizar en algunas de las varia-
bles que hayan podido influir en el tratamiento con este gas
noble como la dosis o la duracion del tratamiento, actual-
mente se desarrolla un ensayo clinico en fase 1 denominado
CoolXenon3 Study (NCT02071394).

El argén, por su parte, no presenta estudios clinicos
hasta la fecha, pero ha demostrado mejorar los resulta-
dos obtenidos por la hipotermia respecto al biomarcador
N-acetil-aspartato/lactato, el cual aparece relacionado con
un incremento en los valores de muerte cerebral y con el
desarrollo de secuelas neuroldgicas en el recién nacido*.
Estos prometedores resultados, junto con su mayor biodis-
ponibilidad y su menor coste en comparacion con el xenon,
convierten al argon en una molécula con elevado potencial
traslacional para tratar la EHI.

Conclusiones

Obtener un tratamiento eficaz contra la EHI es uno de los
grandes retos para la medicina moderna. Por ello, a lo largo
de los anos, se han invertido ingentes esfuerzos en estudiar
los mecanismos de dano neuronal desarrollados tras la asfi-
xia perinatal y, de esta manera, poder desarrollar terapias
efectivas que puedan bloquearlos. Actualmente, pediatras
y neurocientificos tratan de desarrollar nuevos compuestos
que puedan ser utilizados de forma sinérgica con la hipo-
termia, con el objetivo de reducir al maximo las secuelas
neurologicas derivadas de la EHI. Por otro lado, recientes
investigaciones comienzan a incluir el sexo como una varia-
ble a tener en cuenta a la hora de tratar la EHI, ya que se
han observado diferencias sexuales dimorficas tanto en los
mecanismos de daio (animales de experimentacion hembras
han mostrado mayores déficits de memoria, mientras que los
machos son mas susceptibles al estrés oxidativo), como en
las vias de actuacion de los diferentes tratamientos ensaya-
dos. Pese a los prometedores avances conseguidos con el
empleo de la melatonina o de compuestos como la EPO,

todavia se requiere del desarrollo de estudios preclinicos
para profundizar en el conocimiento de las vias de actua-
cion de estas moléculas, asi como el desarrollo de ensayos
clinicos con mayor nimero de sujetos en los que determinar
las dosis y vias dptimas de administracion de estas y otras
terapias.
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