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1. JUSTIFICACIO

JUSTIFICACIO DE L’INTERES | RELLEVANCIA DEL TEMA

Actualment, ja de ple en el segle XXI, I’evolucié de la superviveéncia de les patologies
quirdrgiques congenites greus ha experimentat una millora molt important respecte a
décades anteriors. Patologies com l’atrésia d’esofag i la gastrosquisi, amb mortalitats
elevades fa 50 anys, tenen actualment supervivencies que arriben virtualment al 100% dels
casos, amb una morbiditat que ha disminuit radicalment amb els tractaments i el seguiment
gue podem oferir a aquests pacients avui dia.

L’hérnia diafragmatica congenita (HDC), pero, és 1’excepcid a aquesta tendéncia i la seva
mortalitat esta estabilitzada al voltant del 40-50%. Tot i que fa uns anys semblava que es
comencaven a aconseguir Xifres més baixes (fins a 17% que va reportar el grup de Boston)
gracies a les millores en terapia neonatal, ara aquestes diferéncies tan grans finalment s’han
atribuit a biaixos de seleccié i a no tenir en compte la mortalitat oculta (avortaments
espontanis o voluntaris, i mortalitat perinatal). Quan es mira d’evitar aquest biaix i es fan
estudis poblacionals la mortalitat global arriba fins al 60%.% 2 1 arriba al 68% si comptem la
mortalitat fins a I’any postnatal.3

Els principals factors relacionats amb la mortalitat postnatal son les malformacions
associades i el grau d’hipoplasia pulmonar.”

Atesa la incidéncia d’aquesta malformacié (1/2500-5000) i les limitacions per a ’estudi in
vivo, la investigacio fonamental en I’HDC es centra en models experimentals en animals.
Tot i els nombrosos grups que hi estan treballant en els darrers anys i els notables avencos
en I’estudi de ’HDC, fins al moment els mecanismes involucrats en els canvis histologics 1
funcionals del pulmd hipoplastic no han estat plenament identificats.

L’estratégia d’aprofundir en el coneixement dels canvis que produeix I’HDC en el pulmo en
un model animal, tant a nivell histologic com en I'expressié dels factors de creixement que
participen en les diferents etapes del desenvolupament pulmonar, pretén contribuir a inferir
els mecanismes que intervenen en el creixement i el desenvolupament pulmonar alterat que
presenten els fetus humans amb HDC.

Fora dels estudis amb mostres ex vivo, I’estudi prenatal de ’HDC es basa en les técniques

d’imatge com ’ecografia convencional i I’ecografia-doppler. L s d’aquestes técniques tant
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Justificacié

en fetus humans com en animals té la seva aplicacié fonamental en la validacié d’indexs
pronostics a partir de mesures morfologiques. Recentment s’han descrit indicadors
hemodinamics obtinguts amb ecografia prenatal amb el mateix objectiu. Fins ara, pero, no
s’han correlacionat aquests indicadors hemodinamics prenatals que avaluen els canvis de
resisténcia de la circulacié pulmonar en situacio dHDC amb la resta de dades d’hipoplasia
pulmonar. Creiem que aquestes correlacions tindrien un interés clinic rellevant per a la
classificacio prondstica i eventual tractament prenatal que se’n pugui derivar.

Per ultim, tres fets han estat importants en la decisié d’iniciar aquest estudi experimental. Un
ha estat la construccid6 d’un edifici docent i d’investigacié al nostre centre, dotat d’un
estabulari ben equipat i amb total disponibilitat. El segon ha estat la plena participacio de
I’Hospital Sant Joan de Déu en la implementacio de la terapia fetal en col-laboracié6 amb
I’Institut Clinic d’Obstetricia, Ginecologia i Neonatologia de I’Hospital Clinic-IDIBAPS. |
tercer, I’experiéncia del nostre grup en cirurgia fetal en conill. Aquests tres fets han suposat

una oportunitat i alhora un estimul per a iniciar aquest estudi.
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Introduccio

2. INTRODUCCIO

L’hérnia diafragmatica consisteix en una solucié de continuitat en el diafragma, ja sigui de
causa congenita (HDC) o adquirida, que permet el desplacament de visceres abdominals cap
al torax.

El diafragma o muscul diafragmatic és el principal muascul respiratori, presenta dues meitats
en forma de ctipula a cada costat de la linia mitjana i és 1’estructura anatomica que separa les
visceres abdominals de les toraciques.

Existeixen diferents tipus de defectes diafragmatics congenits. EI més freqiient i que origina
major morbimortalitat és I’orifici posterolateral o de Bochdalek, descrit al 1679 per Riverius
i caracteritzat amb precisié per Bochdalek al segle X1X. Aquest orifici permet el pas de les
visceres abdominals cap al torax des de fases precoces de la gestacid i s’associa amb un
inadequat creixement i desenvolupament del pulmé que és el principal determinant del
pronostic. Es per aixo que quan es parla d’HDC, es parla de la combinacié del defecte
muscular amb la preséncia d’hipoplasia pulmonar.” 6

Es tracta d’una patologia molt greu, amb una mortalitat encara molt elevada (40-62%), tot i

els avencos en el seu tractament.™ 2

La hipoplasia pulmonar (HP) és un desenvolupament insuficient del pulmo, consistent en
una reducci6 del nombre de vies respiratories, alveols i vasos sanguinis.
L’associacio de la HP a la HDC es coneix des de mitjans del segle passat.” Poc després es

va proposar com a agent causal de I’elevada mortalitat que presentaven els pacients amb

HDC.2

En condicions normals, el diametre de les arterioles pulmonars en aproximar-se al terme de
la gestacio es redueix, i ho fa a expenses d’un aprimament del gruix muscular. Tot i que no
es coneix la base molecular d’aquest fenomen, el que s’ha observat és que els pacients amb
HDC experimenten una menor reduccio del gruix de les capes muscular i adventicia i, per
tant, del gruix total. Aquestes troballes tamb¢ s’han observat en models experimentals.9

Les arterioles son les principals responsables de les resisténcies vasculars pulmonars. En els

pacients amb HDC, a més de I’engruiximent de la paret i una disminucié en el nombre
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d’arterioles, s’hi afegeix una expressio alterada de factors de regulacio del to vascular, que té

globalment com a consequiéncia la hipertensié pulmonar (HTP).*

La clinica de ’'HDC ¢s fonamentalment respiratoria i es presenta ja des del periode neonatal
immediat. Consisteix en un destret respiratori progressiu i sever amb un abdomen excavat i
un hemitorax ocupat per les visceres abdominals. El tub digestiu herniat pot distendre’s més
amb les maniobres de reanimacid, desplacant el mediasti cap al costat contrari de I’HDC,

cosa que empitjora encara més el destret.

En els pacients amb HDC després de néixer no es produeix la caiguda fisiologica de la
pressi0 pulmonar, cosa que provoca una persistencia de la circulacié fetal.
Hemodinamicament es tradueix en unes pressions pulmonars altes, un flux pulmonar baix i
un shunt dreta-esquerra pel foramen oval i pel ductus arteriés. Com passa sang no oxigenada
a territori sistémic, hi ha hipoxémia que estimula la vasoconstriccié pulmonar i tanca el
cercle vicios. Per aixo, la insuficiéncia respiratoria dependra sobretot del grau de HP i HTP.
La HTP, com veurem, és una de les principals causes de morbimortalitat de I’HDC, fins i tot

temps després del periode neonatal.

Abans de la decada dels 80 es creia que la reduccié del contingut herniat i el tancament del
diafragma eren una urgéncia quirdrgica per tal d’aconseguir una re-expansio pulmonar el
meés rapidament possible. La demostracio que el destret respiratori es deu fonamentalment a
laHP ilaHTP, ino ala compressié pulmonar, va canviar els conceptes fisiopatologics i els
plantejaments terapéutics. Actualment la prioritat és 1’estabilitzacio ventilatoria amb el

menor barotrauma possible i el tancament de I’hernia un cop estabilitzat el pacient.

Ateses les limitacions del tractament postnatal per aconseguir una bona oxigenacio, va sorgir
la idea d’intentar millorar el desenvolupament pulmonar prenatalment. Harrison, el 1980, va
demostrar en un model animal d’HDC que la HP és reversible en el periode prenatal.™* Aixo
va crear unes grans expectatives en el tractament quirurgic prenatal de ’HDC. En base als
resultats del seu model ovi, que demostrava la millora de la HP amb la reparacié quirdrgica
prenatal,*? Harrison va iniciar el tractament fetal de I’HDC en humans amb cirurgia fetal
oberta per tal de tancar el defecte diafragmatic.’® Posteriorment, atesa la significativa
morbimortalitat fetal d’aquest procediment, es va acabar descartant I’abordatge.'* Gracies a

aquests estudis, avui dia sembla clar que per a millorar el pronostic cal modificar la
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fisiopatologia prenatalment, abans que els pulmons siguin afectats de forma irreversible. Per
aixo calen tant models experimentals animals com estudis in vivo en humans per avaluar

factors pronostics i noves terapies fetals més enlla de la cirurgia de I’hérnia.

La demostracioé que I’oclusié de la traquea fetal indueix creixement pulmonar,™ ha conduit
aquestes dues darreres décades a la realitzacio d’assajos clinics per tal d’avaluar 1’eficacia
d’aquesta mesura globalment,*® i de definir els grups de risc en els quals es justificaria un

|.17

tractament prenatal.”” Actualment aquests assajos continuen i no esta ben establert encara

quins pacients se’n beneficien clarament.

El 90% de les HDC es diagnostiquen actualment abans del naixement per mitja de les
ecografies d’screening prenatal. Per predir el grau d’hipoplasia pulmonar, actualment
s’utilitzen mesures ecografiques del pulmé que es comparen amb controls sans de la mateixa
edat gestacional. La prediccié pronostica dels pacients amb HDC es basa en la correlacio
d’aquestes mesures amb les conseqiiéncies cliniques observades postnatalment. La definicid
dels parametres prenatals que es correlacionin millor amb el grau d’HP, i per tant amb el
pronostic, és fonamental per a I’estratificacié del risc 1 I’adequaci6 dels tractaments. Fins ara
s'han establert dos factors ecografics de mal pronostic, independents I'un de I'altre, que sén
la hipoplasia pulmonar intrauterina i la preséncia de fetge intratoracic.’® Tot i la seva utilitat,
el valor predictiu d’aquests parametres no sempre és fiable. Es necessari doncs, continuar
buscant millors parametres ecografics que es correlacionin millor amb el pronostic dels
pacients. Fins fa poc no disposavem de parametres que també avaluessin la HTP. L’obtencid
de dades hemodinamiques fetals amb 1’ecografia-doppler pot resultar molt prometedora en

aquest sentit.

En la recerca basica en HDC s’han utilitzat i es continuen utilitzant diversos models
experimentals animals d’hérnia diafragmatica. Per a induir el defecte i la hipoplasia
pulmonar en rates i ratolins s’utilitzen teratogens, mentre que en conill i ovella el defecte es
crea quirdrgicament. Aquests models continuen sent el principal vehicle en la recerca i la
principal font de dades en la investigacio de I’HDC, ateses les limitacions de 1’estudi en

I’especie humana.
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2.1. L’HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA EN L’ESSER HUMA

L’HDC ¢és una greu malformaci6 diafragmatica en la que les visceres abdominals ocupen el
torax ascendint a través d’un orifici diafragmatic, causant un estancament del
desenvolupament pulmonar o hipoplasia pulmonar, que és la responsable de I’clevada

morbimortalitat d’aquesta patologia.

Figura 1. Radiografia d’un pacient amb una hérnia diafragmatica esquerra. Mostra ’ascens de les
visceres abdominals (fonamentalment intesti) que ocupen tot I’hemitorax esquerre, desplacant el

mediasti cap a la dreta.

L’HDC té¢ moltes facetes i ha estat extensament estudiada des de tots els punts de vista
(etiologic, histologic, fisiopatologic, terapéutic, etc), perd sén encara molts els aspectes que

se’n desconeixen. Per aix0, anem a revisar-ne en profunditat els coneixements actuals.

2.1.1. EPIDEMIOLOGIA

La seva incidéncia estimada és de 1/2500-5000 nounats vius. Es considera, pero, que la
malformacio té una incidéncia major oculta en els freqiients casos d’avortament espontani
que s’han observat amb aquest defecte.'

Es tracta d’una patologia molt greu, amb una mortalitat encara molt elevada (40-62%), que
sembla no haver millorat tot i els avengos en el tractament prenatal i neonatal.> 2 Les séries
amb una mortalitat més baixa s’han atribuit a I’augment de la taxa d’avortaments electius i a
la mortalitat oculta (morts fetals, mortinats i morts neonatals prévies al trasllat a un centre de
referéncia).? Aquesta mortalitat oculta s’ha quantificat, en una metaanalisi sobre 51 treballs

al llarg de 23 anys, en al voltant del 35% dels casos poblacionals.?’ En estudis poblacionals,
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la mortalitat a ’any de vida arriba al 68% dels casos globalment, al 70% si considerem
nomes aquells que tenen diagnostic prenatal, al 39% si només comptem els que han nascut,
perd només el 29% dels que es diagnostiquen postnatalment.® Aquestes diferéncies es deuen
al fet que els casos de pitjor pronostic poden conduir a morts fetals, avortaments espontanis
0 electius que no es comptabilitzen en la mortalitat dels casos nascuts, i que aquells que es
diagnostiquen postnatalment solen tenir defectes petits que condicionen una supervivéncia
molt major.

La forma més freqiient (75-85%) i més greu d’HDC és la descrita per Vincent Alexander
Bochdalek el 1848, que es localitza en la part posterior del diafragma i duu el seu nom com
a eponim. Tots els defectes laterals, posterolaterals i posteromedials s’etiqueten
habitualment d’hérnia de Bochdalek i es pensa que es produeixen a través del canal de
Bochdalek en la zona del triangle lumbocostal.”’ S’ha proposat una nova classificacié
basada en la localitzaci6 del defecte per tal d’unificar la nomenclatura, adequar-la a les
troballes, i extraure’n conclusions en estudis ulteriors (Fig. 2).? Mentre que sol haver-hi
sempre un romanent diafragmatic anterior de major o menor mida, en la zona posterolateral

el diafragma pot ser completament absent.

Figura 2. Esquema dels diferents tipus de Defectes Diafragmatics Congenits en la nova classificacio
proposada per Ackerman:# 1. Anterior; 2. Anterolateral; 3. Posterolateral; 4. Posteromedial; 5. Posterolateral

sense llavi posterior. (Els tipus 3, 4 i 5 ara s’inclouen en la definicié d’hérnia de Bochdalek).
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L’HDC ¢és unilateral en >95% dels casos. Aproximadament un 80% dels defectes son al
costat esquerre, i un 20% al dret. Es tracta d’'una malformacié habitualment esporadica i
aillada, tot 1 que s’han descrit casos familiars i en sindromes polimalformatives.23 En
I’apartat 2.1.2. es desenvolupen aquests aspectes etiologics.

L"HDC no sol tenir sac herniari. Només un 10% dels casos en presenta i es creu que deriva
del teixit mesotelial parietal o del teixit connectiu del diafragma. No es coneix quina és la
causa de la presencia o no de sac. A diferéncia de les HDC posteriors, les anteriors, centrals i
anterolaterals, si que solen tenir sac.?* El prondstic d’aquestes hérnies anteriors és excel-lent

a diferéncia de I’HDC posterior.
Malformacions associades

Malgrat que sol ser una malformacio en general aillada, entre un 30-50% dels casos nascuts
presenten alguna malformacié associada. Les més frequents son les cardiaques (60% tot i
excloent el foramen oval permeable i el ductus arterids persistent).** Es troben també
malformacions associades al sistema nervids, genitourinaries, gastrointestinals,
esquelétiques 1 pulmonars. La preséncia d’anomalies associades majors (defectes de tub
neural, cardiovasculars, atrésies intestinals i cromosomopaties) comporta una major
mortalitat. De fet, en casos de mort fetal amb HDC, la preséncia de malformacions
associades és virtualment del 100%. Altres anomalies associades influeixen poc en la
mortalitat, com sén les malformacions genitourinaries, el diverticle de Meckel i les
anomalies neurologiques menors.* %

Només un 10% es presenten en el context d’una sindrome coneguda.20
Patologia derivada de P’HDC

La propia HDC és I’element fonamental en 1’etiopatogenia d’algunes patologies associades.

Aguestes solen afectar els pulmons i el tub digestiu.

e Hipoplasia pulmonar (HP)

Es la patologia associada més greu. Es la principal responsable de I’elevada morbimortalitat

de I’HDC. Per aix0, aquesta ¢és desenvolupa de forma extensa en I’apartat 2.1.5.1.

22



Introduccio

e Reflux gastroesofagic (RGE)

Es tracta d’una de les comorbiditats més freqiients de ’HDC. Segons algunes séries aquest

es presenta fins en un 70% dels casos d’HDC (quan s’estudien sistematicament tots els

pacients), si bé només un 16% son simptomatics. EI RGE es pot presentar de forma precog o

tardana i, per tant, es recomana un seguiment a llarg termini per tal de descartar-ne

I’aparici6. Més enlla del periode preescolar s’ha detectat una incidéncia del 12%.% Entre els

factors predictius independents de RGE, s’han identificat la preséncia d’estomac intratoracic

1 la mida de Dorifici herniari valorada segons la necessitat o no d’un pegat per a la seva

reparacio.”

Tot i que no es coneix amb certesa 1’etiopatogénia del RGE en ’HDC, s’ha suggerit la seva

relacié amb:® %

¢ Una malformacié anatomica de la unié esofagogastrica (sobretot en els casos d’estomac
intratoracic).

e Una hipoplasia del pilar diafragmatic esquerre i una manca d’esofag intraabdominal.

e Una alteracié del desenvolupament esofagic que en provocaria éctasi i dilatacid
intrinseca.

e Un augment de pressio intraabdominal resultant de reintroduir el contingut herniat a

dins I’abdomen.

e Malrotacid intestinal

La malrotacié intestinal en I’HDC es produeix per ’alteracio del procés normal de rotacio
intestinal de 270° i dels fenomens de coalescéncia al retroperitoneu, degut a que el budell
esta desplacat al torax. Aix0 macroscopicament es tradueix en bandes colohepatoduodenals
que poden ser obstructives i/o per una arrel mesenterica estreta que podria teoricament

permetre un volvul de I’intesti mig.*
2.1.2. ETIOLOGIA

Encara es desconeixen els mecanismes etiologics profunds de I’HDC. Entre un 50-70% dels

casos presenten I’HDC de forma aillada. Tot 1 que no es coneixen encara les alteracions
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genctiques responsables de I’HDC, si que hi ha sindromes a les quals s’ha trobat associada,
encara que esporadicament, i que tenen un gen responsable conegut (p. ex. Sd. de Beckwith-
Wiedemann, Sd. de Denys-Drash, Sd. de Pearlman, Sd. de Fryns, Sd. de Pallister-Killian).
En la Taula 1, es resumeixen les sindromes descrites que poden associar HDC, el gen i el

cromosoma afectat, el tipus d’heréncia i el fenotip.

Taula 1. Sindromes genétiques associades a HDC?

Syndrome Mame Chromosome(s) Gene(s) Brief Description

Beckwith-Wiedemann (MIM 11p15, 5435 COKNIC (MIM G00856), NSD1 (MIM Autosomal dominant inhertance, macroglossia, hypoglycemia, viscero-
130650) 606681) megaly, abdominal-wall defects, and overgrowth

CHARGE (MIM 214800) aq12.1 CHD7 (MIM 60E802) Auvtosomal dominant inheritance, coloboma, cardiac abnormalities,

choanal atresia, growth retardation, genital abnormalities, ear ab-
normalities, and hearing loss

Cornelia de Lange (MIM 122470 5pl3.d, ¥pll.22-pll.2l NIPSL (MIM GOBEGT), SMCIA (MIM Autosomal dominant inhertance, distinctive facial features, micro-
and 300590) 300040) cephaly, hirsutism, malformations of the upper limbs, and growth
retardation
Cramiofrontonasal (MIM 304110) Xql2 EFNS1 (MIM 300035) X-linked dominant inheritance, females mare severely affected, cramio-

synostosis, hypertelorism, broad nasal tip, grooved nails of the hal-
lux and thumb, syndactyly, and skeletal abnormalities

Denys-Drash (MIM 194080) 11p13 WT1 (MIM 607102) Autosomal dominant inheritance, male pseudohermaphroditism, geni-
tal abnormalities, and increased risk of Wilms tumaor
Donnai-Barrow (MIM 222448) 2q23-g31™ Autosomal recessive inheritance, CDH, omphalocels, agenesis of the
corpus callosum, hypertelorism, and hearing loss
Fryns (MIM 229850) Fryns-like phenotype has been seen with Autosomal recessive inhentance, COH, coarse facial features, cleft lip/
duplication of 1q24-g31.2; deletion of palate, cardiac malformations, cerebral abnommalities, and hypoplas-
the terminal portion of 6q, Bp23.1, and tic finger,toenails
15q26; and partial trisomy 227477
Pallister-Killian (MIM 601803} Mosaic tetrasomy 12p Coarse facial features with broad forehead and hypertelorism, sparse
temporal hair, hypopigmentations, and mental retardation
Simpson-Golabi-Behmel (MIM Xq26, Xp22.3-p22.2 GPC3 (MIM 300037), CXORFS (MIM ¥-linked recessive inheritance, macrosomia, coarse facial features, hy-
312870 and 300209) 300170) pertelorism, macroglossia, skeletal abnormalities, abdominal-wall
dafects, and renal abnormalities
Thoracoabdominal {MIM 313850}  Xgq25-g26.1 ¥-linked dominant inheritance, diaphragmatic and ventral hernias, hy-
poplastic lungs, and cardiac anomalies
Wolf-Hirschhom (MIM 194190) 4pl6 “Greek helmet” facial appearance, mental and growth retardation,

cleft lip/palate, cardiac defects, and epilepsy

L’estudi de les mutacions d’aquests gens relacionats amb formes sindromiques d’HDC, com
el gen del tumor de Wilms 1 (WT1) respecte de les sindromes WAGR (Sindrome tumor de
Wilms-aniridia) i Denys-Drash, ha resultat normal en les formes esporadiques d’HDC.
Altres casos tenen connectivopaties com a causa subjacent (p. ex. Sd. de Marfan). L’HDC
també s’associa en un 10-15% dels casos a cromosomopaties (Sds. d’Edwards, Turner,
Down, Patau). Finalment, de forma excepcional, s’ha pogut relacionar amb farmacs com la
quinina, la talidomida i els anticomicials sense haver-se identificat de forma consistent
teratdgens ni factors epidemioldgics de risc.?” 2%

Per bé que la base genetica de la HDC s’ha estudiat abastament, no s’ha pogut establir que
les alteracions genetiques en siguin la causa ultima. Els estudis genétics en casos d’HDC han
trobat multiples mutacions en tots els cromosomes, inclosos els sexuals, sense poder
concloure quin paper juguen en la etiopatogénia de la malformaci6.”®

Aquelles regions cromosomiques i gens més frequentment afectats s’han postulat amb major
forca com a substrat de la HDC. A la Figura 3 es resumeixen aquestes regions, els gens

coneguts 1 el tipus d’alteracio.
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Figura 3. Regions cromosomiques i gens candidats per I’HDC. Aquelles anomalies recurrents estan
representades per les barres de color i el nombre de pacients en qué s’ha descrit una duplicacio (vermell), una

delecio (verd) o una translocacié/inversié (blau). PKS: Sd. Pallister-Killian; WHS: Sd. Wolf-Hirschorn.?

2.1.3. EMBRIOLOGIA

2.1.3.1. EMBRIOLOGIA DEL DIAFRAGMA

Classicament s’han descrit 4 components embriologics diferents al diafragma: 6.30

1. Porcions esternal i costal del diafragma. Es formen a partir del septum transversum.
Alguns mioblasts migren des d’aqui als plecs pleuroperitoneals (PPF:
pleuroperitoneal folds) arrossegant els axons dels nervis frenics. El centre frenic
tendinds es forma per la diferenciacid6 de mioblasts d’aquesta zona en fibres

tendinoses.

25



Introduccio

2. Porcions posterolaterals derivades de les membranes pleuroperitoneals i del
mesenquima somatopleural (darrere les glandules suprarenals, crestes nefrogéniques

i gonades)

3. Mesoderm paraaxial de la paret que es correspon a la musculatura intercostal dels
nivells T7-T12.

4. Pilars diafragmatics procedents del mesénquima de I’intesti anterior (esofag) i

periaortic en el nivell L1-L3.

Hi ha un cinqué component que s’ha implicat en el desenvolupament diafragmatic, i també

en la patogénia de ’'HDC com a precursor mesenquimatic anomenat placa mesenquimatica

posthepatica (PMP) que a través dels PPF arriba a fusionar-se amb el mesénquima costal.®*

Esophagus
mesentery

Pericardioperitoneal Aorta ," Pleuroperitoneal _s x\

Esophagus /

Pleuroperitoneal

Inferior H
\ vena -

§cava {t

4
= MuchIaf\\\\‘_,,
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Septum transversum body wall

Septum
fransversum

Figura 4. Components embriologics classics del diafragma. (www.surgicalnotes.co.uk/node/224)

Als trigons esternocostals i lumbocostals no hi ha mdscul i es corresponen amb les zones on
es localitzen les hérnies diafragmatiques.

Les fases del desenvolupament diafragmatic son les seguients:*

1. Primordi diafragmatic: 3a-4a setmanes. El diafragma és un teixit mesenquimatic
envoltat per pericardi amunt i peritoneu avall. A la part dorsal presenta els canals
pleuroperitoneals que comuniquen aquestes dues cavitats. A la part anterior, el

septum transversum comenca a expandir-se enrere des de la zona anterior i lateral de
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la paret del cos on esta fixat, cap als canals pleuroperitoneals i el mesénquima de

I’intesti anterior.

2. 4a-8a setmanes. Tancament dels canals pleuroperitoneals. Es forma la cavitat pleural.
Invasio de les membranes pleuroperitoneals a partir dels plecs pleuroperitoneals per
mioblasts dels somites cervicals (derivats del mesoderm paraaxial) seguint els nervis
frenics. Els nervis intercostals innerven la part derivada de la paret. EIs mioblasts

arriben més tard a la regié posterolateral que va descriure Bochdalek.

La hipotesi de que la musculatura diafragmatica prové del mesenteri esofagic o de la paret
toracica actualment esta descartada i s’accepta que la part muscular prové de poblacions de

precursors que migren des dels somites cervicals fins al diafragma. * %2

2.1.3.2. EMBRIOLOGIA DEL PULMO

Totes les estructures broncopulmonars tenen un origen mesodermic llevat de 1’epiteli
respiratori que és d’origen endodermic. El procés embriologic del desenvolupament
pulmonar es divideix classicament en 5 etapes que no son estanques, sind que es solapen en
el temps.®®® S’han identificat diferents factors de creixement que tenen una implicacié
rellevant en cadascuna d’aquestes etapes.® Aquestes fases es resumeixen a la Taula 2, i
I’arboritzacié broncoalveolar respecte a aquestes fases es representa esquematicament a la

Figura 5.

1. Fase embrionaria (4a-8a setmanes)

L’arbre respiratori comenga a formar-se la 4a setmana a partir del primordi respiratori que és
una evaginacid de l’intesti anterior (endoderma). Aquest primordi es dilata formant la
gemma pulmonar que, ja en aquesta 4a setmana, es divideix i incorpora parénguima
circumdant formant dos esbossos pulmonars. Aquests s’introdueixen pels canals
pericardioperitoneals (futurs espais pleurals). El bronqui principal es divideix en dos al
costat esquerre i tres al dret donant lloc als bronquis lobars. S’ha pogut reconéixer el paper
gue juguen en aquesta fase diferents factors de creixement (Shh: Sonic hedgehog, FGF:

Factor de creixement de fibroblasts), de transcripcio (HNF-3p: Factor 3 nuclear
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d'hepatocits) i gens especifics (Hox, Gli). EI FGF-10 sembla tenir la funcié més important

com a encarregat d'iniciar el desenvolupament del pulmo.

2. Fase pseudoglandular (6a-16a setmanes)

La 6ena setmana continua ’arboritzacié bronquial segmentaria i es formen els bronquiols
terminals. Comenca igualment la formacié del sistema vascular derivat del 6e arc aortic
(artéries pulmonars). S’ha implicat en aquesta etapa el TGF-B (factor de creixement

transformador B). També s’ha detectat un pic d’expressié del Shh al final d’aquesta fase.®

3. Fase canalicular (16a-24a setmanes)

Es completa la ramificacié terminal (en acabar aquesta etapa els ordres de ramificacio son
17). Els bronquiols terminals es divideixen en bronquiols respiratoris i conductes alveolars i
apareix algun sacul terminal. L’epiteli distal es transforma en cuboidal. S’inicia també la
diferenciacié pulmonar. El factor més rellevant d’aquesta fase és el VEGF (factor de
creixement vascular endotelial) que, entre d’altres efectes, promou I'alliberament per

I'endoteli de I'enzim que participa en les sintesis d'oxid nitric (NO).

4. Fase sacular (24a-36a setmanes/naixement)

Es produeix una proliferacié important de saculs terminals i vasos limfatics. L’epiteli
cuboidal s’aprima i apareixen les cél-lules alveolars o pneumocits tipus II (que sintetitzen i
secreten surfactant) i a partir d’ells els de tipus I (pneumacits responsables de 1’intercanvi
gasos). El surfactant es comenca a produir la setmana 20 i va augmentant en endavant. Els
capil-lars pulmonars proliferen fins als saculs i s’aprima el teixit connectiu perqué contactin
amb ’epiteli. El nombre de receptors a glucocorticoides augmenta en aquest periode. Els
principals factors involucrats son els que participen en l'apoptosi, mitjancant la qual es
produeix I’aprimament del teixit connectiu. Entre ells es troba novament el TGF-f (implicat
en la sintesi de proteines de la matriu extracel-lular i en I’angiogenesi); el IGF-1 (factor de
creixement similar a la insulina-1, que regula el creixement i 1’activacio de les proteines del
surfactant) i el EGF (factor de creixement epidermic, que augmenta la distensibilitat,

I’alveolitzacio, la diferenciacié del pneumocits i la sintesi de proteines pulmonars SP-A).
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5. Fase alveolar (29a setmanes-8 anys)

Es I"Gnica etapa que en condicions normals es completa en la vida postnatal. Aquesta
alveolitzacio té un ritme notable entre les 29 setmanes de gestacid i 3 anys d’edat, si bé
continua a un ritme més lent fins als 8 anys, quan es considera conclosa aquesta etapa.**
Continua la ramificacié 1 després del naixement completa 7 ordres més. L aprimament tant
de I’epiteli com del teixit connectiu subjacent es fa més marcat, de forma que la superficie
de contacte entre els alvéols i els capil-lars és major. Com hem dit, encara es continuen
formant saculs, i en aquests comencen a formar-se alveols immadurs (sense envans).
Posteriorment maduren formant envans entre els alveols que es van aprimant
progressivament per permetre I’intercanvi gasdés. Un 95% dels alveéols madurs (uns 300
milions als 8 anys) es formen després del naixement. L’augment de mida pulmonar postnatal
és deu principalment a un increment del nombre de bronquiols respiratoris i alveols. Els
seguents factors de creixement hi tenen implicacié: Factor A derivat de plaquetes (PDGF-
A); Receptor de I'acid retinoic (RAR); Factor de transcripcid tiroidal (TTF-1: involucrat en
la diferenciacio a pneumacit tipus Ili en la produccié de les proteines del surfactant: SP-B i
SP-C); i el FGF que també estimula el creixement dels pneumdcits 1.3

Taula 2. Resum de les fases de desenvolupament pulmonar

Fase EG Principals processos Factors
. . Organogenesi; Arboritzaci6 de traquea i bronquis Shh, FGF-10,
Embrionaria 4-8 L .
principals i lobars HNF-38

Arboritzacié fins bronquiols terminals; vascularitzacio
Pseudoglandular 6-16 . . o . . Shh, TGF-B
preacinar; diferenciaci epiteli respiratori

Arboritzacié fins acini; vasculogénesi acini, aprimament

Canalicular 16-24 o o R VEGF
epiteli, diferenciacié pneumacits | i Il, sintesi surfactant
Saculacié terminal, disminuci6é espai interstici, doble TGF-B, IGF-1,
Sacular 24-36 .
xarxa vascular capil-lar EGF
29- » . B B y . PDGF-A, TTF-1,
Alveolar Saculacio, alveolitzacio per septacio, fusié capil-lars
8anys FGE

EG: Edat gestacional (setmanes)
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Figura 5. Arboritzacio bronquial i fases del desenvolupament pulmonar.
(http://www.embryology.ch/anglais/rrespiratory/phasen07.html)

Pel que fa a I’arbre vascular pulmonar, es desenvolupa de forma simultania i paral-lela a
I’arbre broncoalveolar. Aquest procés s’inicia a la 8a setmana de gestacio. El truncus
arteriosus dona origen al tronc de ’artéria pulmonar i a 1’aorta separant-Se pel septum
aortopulmonar. Les branques pulmonars dreta i esquerra es formaran a partir de les artéries
del 6é arc, i els fenomens de vasculogénesi i angiogenesi acabaran de completar
I’arboritzacido vascular pulmonar. Entre els factors de creixement implicats en aquests
processos, s’han identificat el factor de creixement vascular endotelial (VEGF), el factor de
creixement derivat de plaguetes-A (PDGF-A) i el factor de creixement de fibroblasts (FGF).
La formacié mateixa d’aquest arbre vascular, permetent 1’arribada de sang a tot 1’arbre
respiratori, és també imprescindible per a completar el desenvolupament i maduracid

broncopulmonar.

A més dels mecanismes moleculars implicats en el desenvolupament pulmonar i de

I’adequada perfusio pulmonar, també hi ha factors mecanics rellevants. Aquests inclouen:

e Moviments respiratoris. Ja es poden observar la 10a setmana pero son especialment
importants en les fases sacular i alveolar. Aquests fan circular el liquid amniotic

entrant i sortint dels pulmons, cosa que sembla que els ajudaria en el procés de
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maduracié. La hiperglucémia, la hipercapnia i 1’acidosi poden induir un augment
d’aquests moviments.

e Gradient de pressio liquid pulmonar-liquid amniotic. En condicions normals hi ha un
gradient de pressio entre el liquid de 1’espai amniotic (10-14mmHg) i el liquid
intratraqueal (4-6mmHg).

e Espai intratoracic. EI pulm6 en desenvolupament ha de tenir espai per a poder

distendre’s 1 contraure’s.

2.1.4. ETIOPATOGENIA DE L’HDC

Es coneix relativament en detall el desenvolupament embriologic del diafragma a partir de
seccions histologiques d’embrions, com s’ha explicat. El que es desconeix ¢€s el procés pel
qual s’estronca aquest desenvolupament i es produeix I’HDC. Diferents estudis

histopatologics en humans i models animals han proposat hipotesis per explicar-ho.

L’HDC es produeix al voltant de les setmanes 9-10 per una falta de fusio de les membranes
pleuroperitoneals, el septum transversum i el mesénquima dorsal de I’intesti anterior. Es
creu que la predominanga esquerra de ’HDC és deguda a que aquesta fusié és més tardana
en condicions normals en aquest costat.

Tot i que classicament s havia cregut que I’HDC era deguda a una falta de tancament dels
canals pleuroperitoneals, 1 s’hi havien implicat diferents estructures com el nervi frénic, els
miotubs, 1 el propi pulmo hipoplastic, aquestes teories s’han descartat en base a les troballes
en el model animal de rata amb nitrofén. 33" %

Actualment es postula que 'HDC és fonamentalment deguda a una alteracid dels plecs
pleuroperitoneals (PPF), ja siguin absents o malformats. Diferents estudis experimentals en
models animals, tant nutricionals com teratogénics o genétics, abonen aquesta teoria.® %
També s’ha postulat que ’HDC no es deu a un defecte de la miogénesi en els plecs
pleuroperitoneals, sind del seu substrat mesenquimatic.3? Usant ratolins homozigots amb la
mutacio c-met que no formen el muscul periféric per abséncia de migracié dels precursors
miogeénics, es demostra que el substrat amuscular diafragmatic es forma igualment, pero que
en administrar nitrofen a les gestants, apareixen defectes en la part amuscular.

Coincidint en aquest origen mesenquimatic, altres estudis pero radicaren I’alteracio en el

desenvolupament de un altre precursor del diafragma, ’anomenada placa mesenquimatica
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posthepatica (PMP) descrita per Iritani el 1984.3* En concret, Mayer i cols,* utilitzant el
mateix model d’HDC en rata amb nitrofén usat per Iritani en la seva descripcio, 1i atribueix

I’etiopatogénia de I’HDC.

L’etiopatogénia exacta de ’HDC continua en el terreny de les hipotesis, i cal més recerca
que ens permeti comprendre els mecanismes normals i anormals del desenvolupament
diafragmatic. Una possible limitacid és 1’us sistematic del model de nitrofén com a base dels
estudis patogenics, quan hi ha importants dubtes sobre el seu paral-lelisme amb I’HDC en
humans: no s’ha demostrat cap relacié entre teratogens i HDC en humans, el fetge s’hernia
de forma habitual en el model de nitrofén mentre que rarament ho fa en humans, el nitrofén
produeix un espectre malformatiu que no sol trobar-se en humans, etc.

A la recerca de la causa ultima de I’HDC, s’ha aprofundit en els estudis genctics i
moleculars tant en animals com en humans i1 s’han identificat diferents factors de
transcripcio i proteines relacionades amb el desenvolupament diafragmatic (Pax3, Lbx1,
Fog2, Gabl, COUP-TFIl, GATA4, FRM-factors reguladors miogeénics, etc)* Aquestes
multiples molecules postulades, tant en humans com en murins, es resumeixen a la seguent

taula.

Taula 3. Factors implicats en HDC humana o murina®

Transcnption factors
WT1
FOG2
GATA4
COUP-TFII
Capsulin + MyoR
MyoD on an mdx background
RAR-a + RARB
Molecules involved in cell migration. mesodermal patterming. or ECM biosynthesis
HGF, its receptor c-Met, and the docking protein Grabl
5lit3 and its receptor Robol
Ephrin B1
Glypican-3
Delta-like 3. Lunatic Fringe, and others factors in the Notch signaling pathway
Elastin
Type III collagen and other collagen types
Lysyl oxidase
ATPTA
Fibulin-4
Fibulin-5
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Pel que fa al desenvolupament pulmonar s’hi han relacionat les proteines Shh (Sonic
hedgehog) i Gli2, Gli3, que estan implicades en 1’organogénesi, particularment de I’esofag i
de la ramificacid6 pulmonar. S’ha observat una disminucié de I’expressio de Shh en els

pulmons hipoplastics tant de rates en el model de nitrofén com de pacients amb HDC.*

Després d’haver observat la implicacié de I’acid retinoic en la patogénia de 1’hérnia
diafragmatica en fetus d’animals amb déficit de Vitamina A, s’han publicat dades que
reforcen aquesta hipotesi en humans. Des del punt de vista analitic, s’han observat
disminucions dels nivells plasmatics de retinol en un estudi en 11 nounats amb HDC
respecte a controls.*® Recentment en un estudi de casos-controls en 22 pacients amb HDC i
les seves mares, s’ha trobat associacié entre uns nivells plasmatics baixos de retinol i de la
proteina d’uni6 al retinol (RBP: retinol binding-protein) del nounat i ’'HDC; no s’ha
observat, perd, associacié amb els nivells materns.** També assenyala cap a aquesta
patogénia el fet d’haver observat en casos d’HDC delecions del brag Ilarg del cromosoma
15, que conté el gen codificant de la RBP. Aquesta mutacio, pero, no s’ha observat en €asos
de HDC aillada.* Per aix0, actualment, es creu que la base etiopatogénica de ’'HDC es troba

en maltiples mutacions coincidents més que pas en una de sola.*

Tot i que s’han identificat tot aquest seguit de gens i proteines implicades en el
desenvolupament diafragmatic i pulmonar, no estan ben establertes quines sén les causes de
les alteracions en la seva expressio. Els successius estudis experimentals van dibuixant les
vies per les quals aquesta expressio alterada arriba a causar I'HDC, amb la via de 1’acid

retinoic a la base de I’etiopatogénia (Fig. 6).
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Figura 6. Interaccions cel-lulars en models animals d’HDC. Les alteracions en els gens del substrat amuscular
del diafragma causen defectes diafragmatics “reals” (groc) mentre que a la capa muscular causen eventracid
diafragmatica (verd). En vermell aquells que causen malformacié cardiaca. RA: Acid retinoic; STRAG:
Estimulat per acid retinoic 6; RAR: Receptor d’acid retinoic; RXR: Receptor X retinoic; RARE: Element de

Resposta de I’ Acid Retinoic. L: Inhibici6; —: Regulacié demostrada; - ->: Regulacié no demostrada.*’

2.1.5. FISIOPATOGENIA DE L’HDC
2.1.5.1. HIPOPLASIA PULMONAR (HP)

La hipoplasia pulmonar (HP) es defineix com un desenvolupament o creixement insuficient
del pulmé que presenta una reduccié del nombre de vies respiratories, alveols i branques de
I’artéria pulmonar. Macroscopicament aquests pulmons presenten una mida i pes menors.*?
La hipoplasia pulmonar pot ser primaria (de causa desconeguda i molt poc fregiient), o
secundaria (>90% dels casos): ja sigui per oligohidramni (renal o no renal), ocupacio
toracica (HDC, malformacié pulmonar adenomatoidal quistica (MAQ), embassament
pleural-hidrops o tumor), displasia ossia afectant el torax o per cardiopatia amb
estenosi/hipoplasia de 1’artéria pulmonar. Les causes més freqiients son 1’agenésia renal i
I’'HDC.®

Si la causa es produeix abans de les 16 setmanes (fase pseudoglandular), es pot afectar el
desenvolupament pulmonar generant hipoplasia.** Si ho fa més endavant, el pulmé és

menys susceptible a I’insult ja que esta més desenvolupat.
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La HP associada a la HDC es coneix des de mitjans del segle passat.” Aviat es va proposar
com a agent causal de I’elevada mortalitat que presentaven els pacients amb HDC, situant el
seu inici durant el desenvolupament prenatal del pulmé.® Després es van estudiar les
alteracions de la pressio d’oxigen alveoloarterial i de la morfologia pulmonar en la
hipoplasia de ’'HDC i es va evidenciar una disminuci6 del nombre de ramificacions

bronquials i vasculars i un engruiximent arteriolar per hiperplasia de la capa muscular.*® >

A la patogenia de la hipoplasia pulmonar, depenent de la causa, s’hi poden trobar alterats
alguns o tots els factors mecanics que hem exposat a l’apartat anterior d’embriologia
pulmonar. En el cas de ’'HDC, s’afecten tots: el contingut herniat al torax disminueix I’espai
intratoracic; disminueix el gradient de pressié liquid pulmonar-liquid amnidtic per augment
de pressio intratoracica; i els moviments respiratoris estan alterats pel defecte diafragmatic.

Tots aquests factors fisics, podrien tenir una traducci6 molecular que acabaria afectant
també el desenvolupament. Els factors de creixement implicats i els mecanismes moleculars
subjacents s’han intentat identificar en multiples estudis experimentals. Aquests sOn

desenvolupats en el segiient punt i més endavant en 1’apartat de models experimentals.

L’oligohidramni per se també causa hipoplasia pulmonar per alteracié dels citats factors
mecanics, pero el seu efecte dependra del moment en que s’instauri. Si ho fa després de les
16 setmanes, afectara sobretot els acini i la maduracié pulmonar perd no 1’arboritzacio
principal. Quan ho fa precogment, els pulmons seran més petits, menys madurs i produiran

. 2
menys surfactant, com s’ha demostrat experimentalment.”

S’ha demostrat que la HP dels pacients amb HDC afecta també al pulmé contralateral, tant
I’arbre bronquioloalveolar com la vascularitzacié pulmonar.®® Tot i que tampoc es coneix la
patogenia d’aquesta HP contralateral, els factors mecanics no semblen tant rellevants com en
el costat ipsilateral, i s’apunta més a un component d’HP primaria.>® Etiopatogénicament,
aquesta hipotesi es veu reforcada per la troballa de gens reguladors comuns del
desenvolupament diafragmatic i pulmonar i per la reproduccio d’aquest desenvolupament
alterat simultani en models animals teratogénics. **3

Un segon resultat del desenvolupament broncoalveolar i vascular alterat és la hipertensio
pulmonar (HTP), responsable principal junt a la propia HP de la morbimortalitat d’aquests

pacients.>® **
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2.1.5.2. HIPERTENSIO PULMONAR (HTP)

La circulaci6 pulmonar és una sistema d’alt flux, baixa resisténcia i baixa pressio, que
transporta la sang des del cor a la microcirculacié per a I’intercanvi gasos de 1’0, i el CO,.
Prenatalment, aquesta circulacié és un sistema d’alta resisténcia que només acull el 10% del
cabal cardiac. A mesura que s’aproxima el final de la gestacio, es produeix una remodelacid
vascular per tal de preparar-se per acollir el 100% del cabal cardiac, i ho fa reduint el gruix
vascular, convertint-se en un sistema de baixa pressi6.>* La pressio arterial pulmonar (PAP)
depeén del cabal cardiac i de les resistencies vasculars pulmonars (RVP), i no sol superar els
20mmHg. En els pacients amb HDC, es produeix un augment de les RVP i per tant de la
PAP. En condicions normals, el diametre de les artéries pulmonars en aproximar-se al terme
de la gestacio s’aprima, i ho fa a expenses d’una reduccié de gruix muscular. Tot i que no es
coneix la base molecular d’aquest fenomen, el que s’ha observat és que els pacients amb
HDC no experimenten aquesta reduccio de gruix arterial, i presenten un major gruix de les
capes muscular i adventicia i, per tant, del gruix total. Aquestes troballes també s’han
observat en models experimentals.’

Segons la Llei de Poiseuille, que relaciona el cabal a través de un conducte amb el radi i la
longitud del mateix, la resisténcia al flux és inversament proporcional al radi elevat a la
quarta potencia. Per tant, una reducci6 a la meitat del calibre d’un vas disminueix el cabal o

eleva la resisténcia vascular 16 vegades.
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Figura 7. Llei de Poiseuille. Q: Cabal; P1/P2: Pressié en dos punts del vas; L: Longitud entre aquests punts;

AP : Diferéncia de pressions P2-P1; n: Viscositat (Esquema de http://cai.md.chula.ac.th/lesson/lesson4711/html/ pic1.html)
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La vascularitzacié pulmonar dels pacients amb HDC presenta alteracions tant quantitatives
com qualitatives. El nombre d’artéries per unitat de volum esta disminuit,® tenen la capa
muscular 1 adventicia hipertrofiades 1 la muscularitzaci6 s’estén fins a arterioles més
distals.™ La remodelaci6 pre i postnatal tendeix a disminuir aquesta muscularitzacié alhora
que les artéries creixen, fins i tot en pacients amb HDC.>® Mentre aquesta remodelacié no
ocorre, les resisténcies pulmonars estan elevades, cosa que es tradueix en HTP.

Les arterioles pulmonars (pel fet de constituir la gran majoria del Ilit vascular) son les
principals responsables de les resisténcies vasculars pulmonars. En el pacient amb HDC
trobem un engruiximent de la paret arteriolar que causa un augment d’aquestes resisténcies
pulmonars i, a més, una expressié alterada de factors de regulacié del to vascular. La

conseqiiéncia resultant d’aquests dos fets €s la HTP.!°

Clinicament, en els pacients amb HDC no es produeix la caiguda fisiologica de la pressio
pulmonar després de neixer, sind que tenen una persistencia de la circulacié fetal.
Hemodinamicament es tradueix en unes pressions pulmonars altes, un flux pulmonar baix i
un shunt dreta-esquerra pel foramen oval persistent (FOP) o per la persisténcia del ductus
arteriés (PDA). Com passa sang no oxigenada a territori sistémic, hi ha hipoxémia que
estimula la vasoconstriccid pulmonar i tanca el cercle vicidés. L’acidosi, la hipotérmia i

I’estrés també contribueixen a aquesta vasoconstriccid pulmonar.®’

El mecanisme pel qual s’arriba a la HTP respon a la confluéncia de quatre factors
predisposants interrelacionats:

e Labilitat vascular pulmonar del nounat

En tot nounat, la vascularitzacié pulmonar és molt sensible als canvis metabolics com la
hipoxia, la hipo/hipercapnia i 1’acidosi que desencadenen canvis del to vascular molt
acusats.

e Hipoplasia pulmonar

Com hem vist la HP caracteristica de I’HDC provoca hipoxeémia i, per tant, vasoconstriccio
pulmonar secundaria.

e Resistencies vasculars pulmonars augmentades

Anatomicament per I’engruiximent de la muscular 1 I’adventicia de 1’arbre arteriolar

pulmonar, i funcionalment en resposta a la HP i a la labilitat propia del nounat.
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e Persisténcia de la circulacié fetal

Amb shunt dreta-esquerra per PDA i FOP secundaria a la HTP.

D’aquesta manera s’entra en el cercle vicios de la HTP, que es fa persistent (HTPP). Sovint

no hi ha sortida possible i el desenllag és fatal (Fig. 8).

Hipertensio
Pulmonar

Hipertrofia Paret Circulacié
Arteriolar Fetal

/

\Labilitat vascular /

S

Hipoplasia
i Pulmonar
v ( ( Persistencia de
asospasm

e
Pulmonar )

Hipoxemia
Acidosi

Figura 8. Fisiopatologia de la HTP associada a la HDC

Bases moleculars de ’HTP

Les anomalies estructurals de la vascularitzacid6 pulmonar en I’HDC inclouen un menor
nombre d’arterioles per unitat de volum, amb un augment de la seva muscularitzacio
(engruiximent de la muscular i la adventicia). L’endoteli vascular també juga un paper
important en la regulacié del to vascular sintetitzant substancies vasoactives,
fonamentalment el NO. Es tracta d’un potent vasodilatador produit per la conversidé de L-

arginina en L-citrulina que realitza la NOS (sintetasa d’oxid nitric), encarregat de disminuir
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les resisténcies pulmonars, especialment en situacions d’hipoxia. La sintesi endotelial
d’aquest vasodilatador s’ha trobat disminuida en els pacients amb HDC.™®

Des del punt de vista molecular, s’han identificat diferents factors de creixement associats al
desenvolupament vascular pulmonar. Entre ells els més importants semblen ser el VEGF
(factor de creixement vascular endotelial) i els seus receptors (FIt-1 i FIk-1: Fetal liver
kinase-1), ’EMAP II (polipéptid activador dels monocits endotelials), el TGF-f (factor de
creixement transformador-), el IGF-1 i Il (factor de creixement semblant a la insulina-1 i I1)
i PET-1 (endotelina-1) amb els seus receptors (ETA i ETB). També s’hi han implicat altres
factors com el HIF-o (hipoxia-inducible factor-a), pVHL (proteina von Hippel-Lindau),
What, Fox i I’'Eph.*°

L’expressio d’alguns d’aquests factors de creixement ha estat estudiada en pulmons
hipoplastics de pacients amb HDC. Alguns estudis han trobat sobreexpressio de VEGF a
I’endotelii la muscular,sg’ %9
VEGF ni de FIk-1, iNOS (induced nitric oxide synthase) i eNOS (endothelial nitric oxide

synthase) respecte als controls i suggereixen que aquesta diferéncia de resultats es podria

mentre que en altres no hi ha hagut diferéncies en 1’expressio de

deure a la variabilitat en la sensibilitat de la técnica immunohistoquimica utilitzada.?® Aquest
darrer estudi si que ha trobat diferéncies en 1’expressié de la pVHL i el HIF-a, estant la
primera sobreexpressada i la segona infraexpressada en els pacients amb HDC.*°

S’ha trobat també una disminucid de I’expressio de la iNOS en les artéries de petit calibre de
pacients amb HP per HDC sotmesos a ECMO.*® Aquest subgrup de pacients tindrien menor
capacitat de sintetitzar NO i per tant menor capacitat de vasodilatacié pulmonar en resposta

a la hipoxia.

2.1.6. HISTOPATOLOGIA

2.1.6.1. HISTOPATOLOGIA DE LA HP

Els nounats amb HDC tenen caracteristicament pulmons més petits del normal i amb una
alteracio de I’arquitectura del pulmo. S’ha observat en estudis histopatologics que aquests
pulmons presenten una disminucio del nombre tant de divisions bronquials com de
ramificacions vasculars. Per tant, ’HDC associa un retras en el desenvolupament del pulm6

I alteracions de I’estructura vascular pulmonar que son les responsables de I’elevada
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mortalitat; a través de la insuficiéncia respiratoria per la hipoplasia pulmonar i la hipertensié
pulmonar que es manifesten en néixer.

Les troballes caracteristiques son la reduccié del nombre de bronquiols i d’alvéols,
principalment al pulmé ipsilateral pero també al contralateral. Com s’ha comentat en
I’apartat d’embriologia pulmonar (2.1.3.2), com que la ramificacié bronquial es produeix
abans de les 16 setmanes, el nombre de bronquis no podra augmentar posteriorment.”* El
nombre d’alveéols també esta disminuit pero atés que la fase alveolar continua postnatalment,
aquests si que podran augmentar. Aix0 s’ha demostrat en autopsies de pacients amb HDC
morts al llarg del primer mes de vida. A més de poder augmentar en nombre, els alvéols ho
poden fer en mida i acabar omplint I’hemitorax afectat.®?

El nombre i la diferenciacié dels pneumacits tipus 1l també esta alterat en els pacients amb

HDC. Aixo condueix a una sintesi inadequada de surfactant pulmonar.*®

El parametre més utilitzat post mortem per a 1’avaluacié del desenvolupament pulmonar és
la ra6 pes pulmonar/pes corporal. Té com a principal problema que 1’edema pot alterar-lo,
per aix0 es sol combinar amb el recompte alveolar radial (RAC) que comptabilitza els
alveols corresponents a un bronquiol respiratori (veure 1’apartat 4.2.2.4.3.2). Quant més
desenvolupat esta el pulmo, major és el RAC, atés que la linia que tracem entre un bronquiol

respiratori i la pleura més propera per calcular-lo travessara mes envans.

l[l‘

J Terminal bronchiole
>

Respiratory bronchiole &K
Alveolar duct
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Figura 9. Bronquiol respiratori amb la representacié de la mesura del RAC (linia negra). (Modificat de
http://www.cram.com/flashcards/physiology-respiratory-1660522)
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Des del punt de vista morfologic, es parla d’hipoplasia pulmonar quan el valor del RAC és
inferior al 75% de la normalitat i la rad pes pulmd/pes corporal és inferior a 2/3 del valor
normal.®

La HP es correlaciona amb la clinica neonatal i el pronostic de forma qualitativa, es a dir, a
més HP, més mortalitat. Quantitativament, aquesta relacio és més dificil d’establir, tot i que
alguns autors ho han intentat. Per exemple, Thibeault et al® van determinar en un estudi en
pacients d’HDC sotmesos a ECMO, que cal un volum pulmonar minim >45% del que

correspon per edat per tal de sobreviure.

2.1.6.2. HISTOPATOLOGIA DE LAHTP

En els pulmons de I’'HDC s’observa una reduccié de la vascularitzacié i una hiperplasia
muscular arteriolar (veure ’apartat d’Hipertensié Pulmonar 2.1.5.2). La muscularitzacid
arteriolar s’estén també en excés distalment arribant fins a 1’acinus respiratori.>*

Estudis morfometrics vasculars pulmonars en necropsies de pacients amb HDC han
demostrat que el gruix de la capa mitjana i adventicia de les artéries pulmonars s’incrementa
prenatalment, just al contrari que en el fetus sa, mentre que el gruix de les venes és normal
en el nounat i només s’altera posteriorment, presumiblement per la HTP persistent.®
Aquesta disminucié de la llum 1 augment de gruix és proporcional al grau d’hipoplasia
pulmonar.®® Aixo respon a dues possibles hipotesis: o bé es tracta d’una troballa més de la
HP; o bé la reduccié de la vascularitzacio i1 I’engruiximent vascular impedeix el bon
desenvolupament broncoalveolar. Aquesta segona hipotesi ha estat abonada pel fet de trobar
alteracions en el calibre de les artéries pulmonars ecograficament abans de que es pugui

apreciar hipoplasia del pulmé.%®
2.1.7. DIAGNOSTIC PRENATAL
2.1.7.1. DIAGNOSTIC PRENATAL D’HDC

En el nostre ambit europeu, el diagnostic de I’HDC es sol fer en un 90% dels casos abans del
naixement per mitja de les ecografies d’screening prenatal. Generalment es reconeix la
malformacio a I’ecografia morfologica del segon trimestre.

El diafragma s’avalua de forma indirecta en un tall transversal sobre les quatre cambres
cardiaques alhora que s’inspeccionen els pulmons. Les troballes ecografiques més
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caracteristiques de I’HDC son I’asimetria de mida i ecogenicitat entre ambdds hemitorax
(pérdua d’ecogenicitat en un costat substituida per un contingut heterogeni, amb desviacio
mediastinica), la preséncia d’alguna viscera solida al torax i 1’abséncia de cambra gastrica a
I’abdomen. El budell es troba herniat en el 90% dels casos, I’estomac en el 60-70%, i el
fetge en el 15-20%."

En el costat dret, el diagnostic resulta més dificil per I’ecogenicitat semblant de fetge i
pulmd. En aquest costat el fetge s’hi troba herniat per definicio en els casos que debuten
clinicament durant el periode neonatal.

Es troba un augment del volum de liquid amniotic (75% dels casos), que apareix
generalment al tercer trimestre i que no sol arribar al grau de polihidramni, sind que es
manté en el limit alt de la normalitat. S’ha relacionat amb la situacio de la unid
esofagogastrica que impediria la deglucio del liquid amniotic i també amb la dificultat de
buidament gastric. Si apareix, el polihidramni és conseqliencia de la preséncia al torax d’un
estbmac molt distes (no aconsegueix buidar-se), que també causa un desplacament
mediastinic marcat; és un signe de mal pronostic que informa de I’existéncia d’un greu

problema d’espai intratoracic.® 2

Dins del protocol d’estudi quan es diagnostica una HDC, igual que es fa amb qualsevol
malformacio greu, cal avaluar la preséncia d’altres malformacions associades, especialment
les cardiovasculars i del sistema nervids central (mitjancant ecografia) i les cromosomiques
(mitjancant amniocentesi/bidpsia corial i cariotip).*®

La consequeéncia logica del diagnostic prenatal és que els pares poden prendre les decisions
més adients de manera informada. El fet d’afrontar un diagnostic com el de I’'HDC és molt
dur i dificil per als pares, per aixo cal que 1’avaluacio fetal de ’'HDC i de les malformacions
associades sigui el més acurada possible i que la informaci6 sigui donada de la forma més
objectiva per professionals experts en el maneig d’aquests pacients. D’aquesta manera, la
dificil decisié de seguir amb la gestacié o finalitzar-la, o realitzar una terapia fetal, pot
recolzar-se de forma més solida. Tot i aixi, en un estudi recent s’observen variacions
notables en el suport del metge que informa a la decisio presa pels pares de finalitzar la
gestacido per causa d’'una HDC. Segons sigui un obstetra o un especialista pediatric en
medicina fetal, el suport a la decisi6 inicial d’avortar és del 49 1 35% respectivament, i la
decisi6 final dels pares d’avortar és del 28 i 17% respectivament.®” Queda ben palesa doncs
la influencia de la informacié que es dona i qui la dona, aixi com la variabilitat en les
opcions recomanades pels diferents professionals.
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Actualment, s’interrompen voluntariament el 20% de les gestacions de fetus amb HDC

aillada, i el 40% si es tracta d’una HDC amb d’altres malformacions.®

2.1.7.2. DIAGNOSTIC PRENATAL D ’HP

La majoria de les técniques prenatals per a avaluar el grau d’hipoplasia pulmonar, es basen
en mesures morfologiques del pulm6é que son comparades amb controls sans d’edat
gestacional equivalent. La correlacié d’aquestes mesures amb les conseqiiencies cliniques
observades postnatalment, és la base actual de la prediccié pronostica dels pacients amb
HDC per tal de decidir la terapia que cal aplicar. A continuacié veurem quins son els
parametres que s’utilitzen actualment, si bé encara s’observen discrepancies d’aquests
respecte al desenllag clinic. Per aix0, es continua estudiant per a la definicié de parametres
prenatals millor correlacionats al grau d’hipoplasia i sobretot amb el pronostic vital, que han

de millorar la selecci6 dels casos susceptibles de rebre tractament prenatal de ’'HDC.
ECOGRAFIA

En totes les HDC es pot visualitzar el pulmé contralateral que es troba per darrera el cor en
el tall axial sobre les quatre cambres cardiaques. S’utilitza el pulmé contralateral per a les

mesures perqué el mesurament dels limits del pulma ipsilateral és dificil ecograficament.

El principal parametre ecografic d’HP €s la ra6 entre la mida del pulmo i el perimetre cefalic

0 Lung-to-Head Ratio (LHR). Només ha estat validat per a HDC esquerres. Es el parametre

que inicialment utilitza el grup europeu d’hérnia diafragmatica-Eurofoetus. S’obté a partir de
la mesura de l'area pulmonar contralateral a I'hérnia diafragmatica (calculada a partir del
producte de les dos mesures lineals de major longitud i perpendiculars o, més recentment,
dibuixant manualment el contorn pulmonar), dividida per la circumferéncia cefalica.
Aguesta mesura es realitza entre les setmanes 22 i 28 i es repeteix en el nounat. Actualment
s’utilitza només com a indicador pronostic en pacients amb herniacié del fetge al torax, ates
que no s’han observat diferéncies de superviveéncia si es pren ailladament el LHR en
pacients sense herniacié hepatica.®® Els LHR d’entre 0,6 i 1 s’han associat amb mortalitats
fins del 100%.%® Recentment, perd, una metaanalisi conclou que I’evidéncia actual no déna
suport al valor pronostic d’aquesta mesura respecte a la supervivéncia.69

Amb finalitat de millorar-ne la sensibilitat pronostica, i que no quedi esbiaixat per 1’edat
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gestacional, actualment es compara aquest index, LHR observat (o) amb I’index LHR

esperat (e) que li correspondria per edat gestacional; és I’anomenat o/e LHR (observed-to-

expected LHR). Aixi s’han definit 4 grups de gravetat que es detallen més endavant (Vegeu

I’apartat de Pronostic: 2.1.10)

El LHR es correlaciona logicament amb el volum pulmonar calculat per ecografia-3D.”

Aixo indica que la volumetria pulmonar (FLV-fetal lung volumetry) podria ser un bon

parametre de creixement pulmonar i tenir utilitat en el futur.”* Tedricament aquesta
volumetria hauria de ser més sensible que la mesura de diametres pulmonars (LHR en eco
en dues dimensions), perd aixo encara no ha estat demostrat consistentment.”* Sembla, pero,
com apunta algun treball recent, que la volumetria bipulmonar tindria un major valor
predictiu positiu de mortalitat que la volumetria del pulmd contralateral, que obtindria uns
resultats semblants al LHR.” Igualment no s’ha establert si és millor o no que la volumetria
per RM.”

RESSONANCIA MAGNETICA

La ressonancia magnetica (RM) pot quantificar un volum pulmonar i relacionar-lo amb
I’esperat per I’edat gestacional , expressant-lo en percentatge, o en forma de rao relativa al
volum d’un altre organ. Comparant aquestes estimacions amb el volum real obtingut
d’autopsies, les diferéncies son menors del 10%. Es una técnica que sembla prometedora.
Una altra possible aplicacié futura que s’esta avaluant és correlacionar la intensitat del
senyal amb la maduracié pulmonar.®

El volum pulmonar estimat per RM es correlaciona bé amb 1’area pulmonar contralateral
determinada per ecografia independentment de 1’edat gestacional, herniaci6 hepatica o
lateralitat.”

Els indexs volumeétrics principals utilitzats fins ara sén el volum pulmonar total (TFLV-

Total Fetal Lung Volume) i el percentatge predit de volum pulmonar (PPLV-Predicted

Percentage of Lung Volume).” De forma semblant a com s’ha fet amb el LHR, s’ha definit

una nova variable de TFLV relacionant-la amb el volum pulmonar esperat per edat

gestacional o per volum fetal (FBV-Fetal Body Volume). Es 1’anomenat o/e TFLV, que

s’esta avaluant com a predictor de supervivéncia. S’ha descrit una associacid de la
supervivéncia i un major o/fe TFLV (sobretot respecte al FBV)™ i aixi ho confirma una

recent metaanalisi tant pel TFLV com pel o/e TFLV."®
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La principal limitacié de la RM respecte a 1’ecografia és el cost i la menor disponibilitat per
a fer exploracions seriades. A 1’espera de que pugui aportar mesures o indexs que superin els
que es poden obtenir per ecografia, aquesta Ultima continua sent la técnica d’eleccid tant

diagnostica com pronostica en 1’estudi de ’HDC.
2.1.7.3. DIAGNOSTIC PRENATAL D ’HTP

La HTP es defineix com I’augment de pressio arterial a la circulacié menor (pulmonar) que
en condicions normals es situa entre 10-15mmHg. Com que I’nica forma de mesurar amb
precisio aquesta pressio és mitjancant un cateterisme cardiac, el diagnostic en el nounat es
basa en troballes cliniques i ecografiques indirectes.

L’oximetria ens demostra la diferéncia significativa de saturacio pre i postductal reflectint el
shunt dreta-esquerra que es produeix per la HTP, i I’ecografia-doppler pot avaluar la
quantitat i direccié d’aquest shunt (dreta-esquerra, bidireccional o esquerra-dreta), que
caracteristicament és dreta-esquerra en aquests pacients, a través del FOP i la PDA. També
es pot avaluar i quantificar la regurgitacio tricuspidia per 1’augment de pressié de 1’artéria
pulmonar, el desplagament del septe interventricular i 1’abombament de 1’auricula dreta,

perd cap d’aquests indicadors ha demostrat utilitat pronostica.’’

Entre les determinacions estatiques de la vascularitzaci6 pulmonar, s’han utilitzat mesures
prenatals del diametre arterial pulmonar, observant que el diametre de 1’artéria pulmonar
ipsilateral es correlaciona amb el pes pulmonar postmortem, i per tant és una mesura
predictora d’HP. A més, un major diametre de I’artéria pulmonar contralateral, i del tronc
pulmonar, s’han correlacionat amb un pitjor pronostic. Per Gltim, una diferéncia gran del
diametre entre les dues artéries pulmonars s’ha correlacionat amb una major morbiditat

neonatal (majors necessitats d’O; i ventilacié mecanica).®

En base també a mesures de les artéries pulmonars, s’han proposat diversos index per tal
d’identificar postnatalment els pacients en risc de desenvolupar hipertensié pulmonar. S’ha

utilitzat I’index de McGoon (quocient entre la suma dels diametres de les arteries pulmonars

dreta i1 esquerra, 1 el diametre de 1’aorta), trobant una alta sensibilitat i especificitat d’aquest

index en la prediccié de mortalitat.”® També I’index de Iartéria pulmonar (PAl-Pulmonary

Artery Index: quocient entre la suma dels diametres de les artéries pulmonars dreta i
esquerra, i la superficie corporal) s’ha correlacionat de forma directa amb la supervivéncia i
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també amb la morbiditat respiratoria.”® Amb [Dobjectiu d’aplicar aquests indexs

prenatalment, s’ha descrit un Index d’Hipertensié Pulmonar Prenatal (PPHI-Prenatal

Pulmonary Hypertension Index) relacionant els diametres de les arteries pulmonars amb la

longitud del vermis cerebel-16s mesurat per RM. Tots dos indexs han demostrat tenir una
correlaci6 negativa amb la HTP.%

Tots aquests son indexs estatics, perd darrerament s’estan desenvolupant mesures
dinamiques per tal de correlacionar-les amb altres parametres ecografics morfometrics amb
una finalitat pronostica. De forma analoga, aquest €s un dels objectius de la present tesi: a
partir de mesures dinamiques de la circulacié pulmonar, establir la correlacié amb els estudis
histopatologics per tal de demostrar que son una mesura prenatal de la HP i la HTP i en el
futur contribuir a implementar-les amb intencié pronostica en els humans. Aguestes mesures

es detallen en I’apartat segiient.
2.1.7.3.1. Hemodinamica pulmonar

Fins fa poc, les alteracions prenatals de la vascularitzacié pulmonar associades a I’HDC
nomes es podien estudiar en les necropsies d’aquests pacients o en estudis experimentals en
models animals. Actualment, pero, es poden obtenir dades hemodinamiques fetals de forma
no invasiva a partir de 1’as de I’ecografia-doppler amb la intencié d’objectivar I’evolucio de
I’HTP.' Per exemple, es pot estimar ecograficament la pressio sistolica del ventricle dret, i
s’ha observat que aquesta es redueix després de I'as d’ECMO en gairebé el 90% dels
casos.*

El doppler pulsat permet registrar ones arterials i venoses i estudiar-ne el contorn. No es pot
mesurar perd ni la pressio ni el volum sanguini amb la instrumentacié actual. Amb 1’analisi
de I’ona obtinguda, es poden calcular diferents indexs que son considerats indicadors
d’impedancia arterial pulmonar.

L’index de pulsatilitat (Pl: Pulsatility Index) es basa en 1’estudi de les oscil-lacions de

I’ona de velocitat arterial. Fou descrit els anys 70 i ara se n’utilitza una versio simplificada.
Es el quocient entre la diferéncia de les velocitats sistdlica maxima i diastolica minima, i la
velocitat mitjana en almenys un cicle cardiac (Fig. 10). S’utilitza per a ’estudi de las
circulacié placentaria analitzant I’artéria umbilical, en 1’estudi de les artéries dels organs
trasplantats per a detectar rebuig, o en I’estudi del flux cerebral en I’artéria cerebral mitjana.
En el cas de I’artéria pulmonar fetal es relaciona amb la hipoplasia pulmonar. S’ha observat

una correlaci6 significativa del PI amb I’o/e LHR del pulmé contralateral.®
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El Pic diastolic precoc de flux invers (PEDRF: Peak Early-Diastolic Reversed Flow) ha

demostrat correlacionar-se inversament amb 1’0/e LHR en tots dos pulmons i ser un millor

discriminador pronostic que el PI en els casos de pronostic bo i moderat en base a 1’0/e

LHR.8

4 Maximum/systolic peak flow velocity (5V)

Mean flow velocity (MV)

Velocity

| End/diastolic flow velocity (DV)
Time

>

Mean flow velocity over one
cardiac cycle (MVCC)

Figura 10. Tracgat d’ona arterial amb doppler pulsat. SV: Velocitat sistolica maxima; DV: Velocitat
diastolica minima; MV: Velocitat mitjana; MVCC: Velocitat mitjana en un cicle cardiac. PI=(SV-

DV)/MVCC (nttp://openi.nim.nih.gov/imgs/512/348/3398823/3398823_dee-002-0258-g01.png)

Figura 11. Doppler pulsat sobre I’artéria pulmonar contralateral (dalt) i ipsilateral (baix). PSV:

Velocitat sistdlica maxima; PEDRF: Pic diastolic precog de flux invers.®

En estudis de la vascularitzacié pulmonar en pacients amb oligoamni, aquestes mesures
d’impedancia arterial s’han correlacionat amb el grau d’hipoplasia pulmonar. També tenen
un elevat valor predictiu positiu de mortalitat quan s’han associat a 1’analisi de criteris

;. . g . Ny e , . . e N . o 2
clinics 1 biometrics (perimetre abdominal i toracic), perd no quan s’analitzen ailladament.®
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Una altra variable estudiada amb intencié prondstica ha estat la visualitzacié d’almenys tres
branques de 1’artéria pulmonar contralateral. S’ha demostrat en un estudi 1’associaci6 de la
manca de visualitzacié d’aquesta bifurcacié amb una major morbiditat, si bé I’estimacio6 del
volum pulmonar (amb la rad area pulmonar/area torax en aquest treball) continua sent millor

com a predictor de mortalitat.®

També¢ s’han realitzat estudis hemodinamics en pacients sotmesos a oclusio traqueal fetal,
trobant una associacid significativa de tres variables de diagnostic prenatal (o/e LHR, PI i
PEDRF) i la supervivéncia.®* El major valor predictiu ailladament el tindria I’o/e LHR,
mentre que el Pl i el PEDRF ajudarien a discriminar els de millor pronostic dins els de baixa

supervivencia.

Com a indicador de perfusio, s’ha estudiat un altre valor hemodinamic que és la Fraccio de

volum sanguini en moviment (FMBV: fractional moving blood volume). Es tracta d’un

indicador de la perfusié d’una area delimitada amb power-doppler, que ha estat validat
comparant-ho amb la perfusio estudiada isotdpicament en un model animal d’ovella.® En
analitzar la perfusié pulmonar amb aquest index no s’ha demostrat associacié preoperatoria
amb la supervivencia de pacients sotmesos a oclusio traqueal pero si postoperatoria; els
augments iguals o superiors al 30% d’FMBYV s’associen amb un augment de supervivéncia.

Combinant aquest valor amb ’o/e LHR es poden definir grups pronostics.®

L’analisi de ’FMBYV, junt amb I’o/e LHR, PI i PEDRF en 95 casos d’HDC i 95 controls
mostra que els pacients amb HDC tenen significativament valors menors de FMBV que es

correlacionen positivament amb 1’o/e LHR i negativament amb el PI i el PEDRF.®’

Una altra variant del power-doppler és 1’ecografia-3D, que també s’esta comengant a avaluar
per a l’estudi de I’hemodinamica pulmonar en pacients amb HDC. S’ha descrit una
significativa disminucid dels indexs vasculars (index de vascularitzacio, index de flux i
index de vascularitzacio-flux) en els casos d’HDC respecte els controls i dins de les HDC,
sent més acusada la disminucio en els fetus que van morir i en els que presentaven HTP en
néixer. El valor predictiu positiu de mortalitat neonatal va ser major en mesurar aquests

index als dos pulmons que quan es mesurava només el contralateral.®
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2.1.8. EVOLUCIO CLINICA POSTNATAL

La clinica de ’'HDC ¢s fonamentalment respiratoria i es presenta ja des del periode neonatal
precoc. Dependra del grau d’hipoplasia pulmonar i d’hipertensié pulmonar. Es sol presentar
com a destret respiratori progressiu i sever, amb un abdomen excavat i I’hemitorax afectat
que pot anar-se hiperinsuflant amb les maniobres de reanimacid, per distensié aeria de
I’estomac i el budell herniats. Aquells nounats que presenten destret respiratori en les
primeres dues hores després del naixement o aquells que tenen diagnostic prenatal sén

considerats d’alt risc de mortalitat neonatal.

En I’avaluacio diagnostica inicial, la radiografia (RX) simple de torax-abdomen confirma
I’HDC 1 orienta sobre la situacié de I’estdmac, quantitat de torax ocupat i pulmo visible,
desplagament mediastinic i herniacié hepatica. Cal, a més, descartar malformacions
associades: cardiaques (ecocardiografia), sistema nervids central (ecografia transfontanel-lar

o transcranial), urologiques (ecografia abdominal) i esqueletiques (RX).

wf

Figura 12. RX neonatal d’un pacient amb HDC esquerra. S’observa ocupacio de ’hemitorax esquerre

per intesti pneumatitzat i desplagament mediastinic sense herniacio hepatica.

Si la HP i la HTP ho permeten, les mesures terapéutiques aconsegueixen estabilitzar
respiratoriament i hemodinamicament el pacient. La HTP es presenta ja inicialment i és una
de les principals causes de morbimortalitat de I’HDC, fins i tot temps després del periode
neonatal; en tal cas parlem d’hipertensié pulmonar persistent (HTPP). En un estudi centrat
especificament en aquest subgrup de pacients, la incidéncia d’HTPP s’ha situat en el 18%

dels casos d’HDC a I’alta hospitalaria, 1 s’ha relacionat estades més llargues, intubacio
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traqueal i terapia amb oxid nitric (NO) més prolongades.®® A I’any de vida, en un 87% dels
casos els parametres d’HTPP s’havien normalitzat. En el mateix estudi es van identificar 2
factors amb un valor predictiu positiu del 100% per a presentar HTPP: la presencia de HTP
als 2 mesos i la necessitat d’oxigen als 3 mesos.? L’index ecografic utilitzat per a
diagnosticar la HTP en aquesta série fou la rad entre la pressio sistolica del ventricle dret
(estimada a partir de la regurgitacio a través de la valvula trictspide) i la pressié sistolica

sistémica. Valors superiors a 0,5 foren considerats diagnostics d’HTP.

L’evolucio de la HTP a llarg termini no és ben coneguda. S’ha trobat HTPP per ecografia en
el 25% dels pacients seguits per HTP neonatal, entre 2 i 5 anys d’edat, tot i que tots ells
estaven asimptomatics. S’ha especulat que la presencia d’arees hipoperfoses que suposin
espai mort i per tant shunt intrapulmonar provoqui hipoxémia i manteniment de la HTP.*
L’evolucié de la HTP ha demostrat ser determinant de mortalitat. En una revisio del
seguiment ecografic de la HTP, un 17% tenien HTPP (nivells sistémics o suprasistemics de
pressio pulmonar) resultant en un 0% de supervivencia, mentre que gairebé el 50% dels
casos no tenien signes ecografics d’HTP 1 aquests presentaven un 100% de supervivencia.
Aquells que tenien una HTP en reduccid, tenien una supervivéncia del 75%.™

Els estudis gammagrafics de la perfusié pulmonar en aquests pacients han demostrat
hipoperfusi6 respecte a controls en ambdds pulmons (especialment a I’ipsilateral) fins i tot
anys després.*?

Aquestes troballes lliguen la fisiopatologia de la HDC i la clinica a llarg termini. Els
problemes derivats del remodelatge vascular dels pulmons dels pacients amb HDC,
persisteixen al llarg del temps (almenys fins a 18 anys d’edat), segons s’ha vist en estudis
amb cateterisme cardiac i gammagrafies de ventilacid/perfusié fins i tot en els pacients que
estan asimptomatics i amb proves funcionals respiratories normals.’® > Per aixo, fins que no
estigui ben definida I’evolucié natural de la HTPP, no s’aclarira si cal tractament medic o

seguiment acurat a llarg termini d’aquests pacients.

2.1.9. TRACTAMENT

2.1.9.1. PERSPECTIVA HISTORICA

Els primers intents de reparacido de ’'HDC es van iniciar fa més d’un segle i, malgrat les

millores en el diagnostic prenatal i la terapia neonatal, la morbimortalitat continua sent
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elevada. La historia del tractament de ’HDC corre paral-lela al canvi de paradigma que ha
suposat passar de considerar-la una patologia Unicament quirdrgica, a considerar-la
fonamentalment meédica (Fig. 13). Aquest trajecte és ple de fites rellevants que es poden

agrupar en 5 periodes o eres:>" % %

la era. 1579-1900: Descripcié clinica

1579 Ambroise Paré: la descripcio d’hérnia diafragmatica traumatica.

1679 Lazarus Riverius: 1a descripcié d’hérnia diafragmatica congenita.

1761 Giovanni Battista Morgagni: 1a descripci6 de variants d’HDC.

1847 Bodwitch: 1r recull sistematic de tots els casos publicats de 1610 a 1846.

1848 Vincent Aleksander Bochdalek: Descripcio de la localitzacié i hipotesi patogenica

atribuida a una ruptura de les membranes pleuroperitoneals.

2a era. 1900-1940: Intents de reparacié quirdrgica
1905 Heidenhain: 1a reparacio amb éxit en un nen de 9 anys.

1929 Bettman i Hess: 1a reparaci6 en un lactant de 3,5 mesos.

3a era. 1940-1980: Cirurgia immediata

1940 Ladd i Gross: Preconitzaci6 de la cirurgia dins les primeres 48h de vida, aconseguint
una supervivencia del 56% en 16 casos.

1946 Gross: 1a reparaci6 en les primeres 24h de vida. Augura que operant-los en el primer

moment pot assolir supervivencies del 90%.

4a era. 1980-1990: Cirurgia diferida

1981 Drumond: Demostracié que augmentant el pH per sobre de 7,5 i disminuint la PaCO,
mitjancgant la hiperventilacid pot revertir-se el shunt a través del ductus.

1984 Vacanti: Demostraci6 de bons resultats amb 1’estratégia d’hiperventilacidé 1
alcalinitzacio.

S’introdueix ’ECMO com a terapia de suport pre- 0 postoperatoria per a la insuficiencia

respiratoria.
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5a era: 1990- actualitat: Hipercapnia permissiva + cirurgia diferida

1995 Wung: Demostracié de bons resultats de la ventilacio amb pressio limitada i la
hipercapnia permissiva (per evitar el barotrauma d’altres estratégies ventilatories més
agressives).

En linies generals, continua sent I’estratégia utilitzada avui dia, perd amb millores en quant a

ventilacid (ventilacié oscil-latoria d’alta freqiliéncia,...) i medicacio (0xid nitrds,...).

+ Descripci6 anatomica

1880 * Procediments quirurgics

« Simptomes clinics
» Recomanacions quirurgiques

« Classificacié/Tractament quirurgic
+ Desenvolupament embrionari confirmant simptomes

 Explicacio fisiologica

Resultats quirdrgics

N
+ Cirurgia exitosa
» "HDC ja no és una curiositat patologica™
S
* Integracio de la fisiopatologia a la planificacio quirdrgica
M « Ressucitacid preoperatoria intensiva
« Millora del diagnostic prenatal i el tractament )
o¢fo)l « Terapia fetal
» "HDC és una emergencia fisiologica, no quirurgica" y

Figura 13. Evoluci6 del paradigma quirdrgic al médic (traduit de Golombeck et al®®)

2.1.9.2. PERSPECTIVA ACTUAL

Com hem vist, la filosofia del tractament al llarg del temps ha passat de considerar ’HDC
simplement una urgeéncia quirdrgica per tancar el defecte i permetre que el pulmo ipsilateral
s’expandeixi, a una urgéncia fisiologica per a [I’estabilitzacié ventilatoria i de

I’hemodinamica pulmonar.>’
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Globalment, I’abordatge actual de I'HDC consisteix en 1’optimitzacié de la ventilacio per
aconseguir una adequada oxigenacid, la prevencié i maneig de la HTP i les seves
conseqiiencies i, en un segon terme, la reduccié de les visceres a I’abdomen i la
reconstruccié del diafragma. Per Gltim, consisteix també en la deteccio precog i el tractament

de les possibles sequeles.

Atés que es tracta d’una patologia amb una elevada mortalitat malgrat un tractament
complex 1 especialitzat, actualment el tractament d’aquests pacients es concentra en centres
de tercer nivell, que disposin de: un equip obstétric experimentat i amb capacitat d’efectuar
tractaments prenatals; una unitat neonatologica tecnificada que pugui oferir ventilacié d’alta
frequéncia oscil-latoria (VAFO), tractament amb oxid nitrés (NO) endovenos o inhalat
(iNO), i ECMO (Oxigenaci6é de Membrana Extracorporia); un equip de cirurgians pediatrics
experts en la reparacio quirdrgica del diafragma en el moment més adequat; i, més enlla de
I’etapa neonatal, un equip de pediatres i cirurgians pediatrics per tal d’efectuar un seguiment

prolongat de la morbiditat a llarg termini.

Cal, per tant, remetre les mares dels casos diagnosticats a un d’aquests centres per tal que es
dugui a terme el seguiment i s’avalui la necessitat de tractament prenatal. La gestacio es
deixa progressar, si €s possible, fins al moment més proper al terme. No esta indicada la
cesaria electiva. La induccio del part, per tal que aquest es produeixi en el context

organitzatiu més adequat, és utilitzada freqlientment.

S’espera que a partir dels estudis en curs sobre terapia prenatal de ’'HDC s’estableixin les
indicacions d’aquestes técniques i es puguin incloure en el protocol de tractament.
Mentrestant, la clau d'un tractament adequat per tal de disminuir la mortalitat, és encara
I'abordatge postnatal de la HP i la HTP per aconseguir una bona oxigenacié del pacient. La
cirurgia per tancar el defecte diafragmatic i retornar els organs a l'interior de la cavitat
abdominal no és considerada una urgéncia, pero si una important font de morbiditat. Per
aixo, cal triar el moment oportl postestabilitzacié i la tecnica més adequada per a la

reparacio.
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2.1.9.3. TRACTAMENT PRENATAL
Tractament prenatal medic

L’administracié de corticoides a la mare s’utilitza per tal d’induir la maduracio pulmonar en
fetus amb risc de prematuritat. En el cas dels fetus amb HDC també s’utilitza. S’ha
demostrat experimentalment que els efectes de la hipoplasia sobre I’expressio de les
proteines de surfactant (SP) pot contrarestar-se amb dexametasona a la rata gestant, i que
aquest efecte pot deure’s a I’activacio del TTF-1, que alhora augmentaria la transcripcié de
sp.% Malgrat aquestes troballes 1 que 1’us de glucocorticoides sigui generalitzat, estudis
prospectius randomitzats han demostrat que no millora la supervivéncia.*

No s’utilitza actualment cap altra medicacié en el tractament prenatal de I’'HDC. En el
terreny experimental, se n’han proposat diversos. Alguns sembla que milloren la hipoplasia
pulmonar, com 1’acid retinoic,”® factor de creixement epidérmic (EGF),”" antioxidants (Vit

98, 99 100

A, C, i E i n-acetilcisteina), tetrandrina,” etc; altres que sembla que no, com les

hormones tiroidals (tot i que s’hagués suggerit abans);'®" i altres que podrien millorar la

hipertensié pulmonar com els inhibidors de la fosfodiesterasa (sildenafil).**

Tractament prenatal quirdrgic
Historia de la terapia fetal en I’HDC

Les primeres terapies fetals que es van realitzar van ser una transfusio intrauterina (1963) i
la instil-laci6 de glucocorticoides al liquid amniotic per a estimular la maduracié pulmonar
(1972).

La frustracio pel maneig poc efica¢ de la HP de ’'HDC en el periode neonatal va promoure
I’interés per coneixer la fisiopatologia prenatal de la malformaci6. Harrison, el 1980 va
demostrar que la hipoplasia pulmonar és reversible en el periode prenatal. Inflant
progressivament un balo de silicona dins el torax d’un fetus d’ovella va aconseguir reproduir
una HP semblant a la dels humans amb HDC, causant insuficiéncia respiratoria i mort
neonatal.’®® A continuacid, demostra que desinflant aquest balé la HP millorava fins al punt
de permetre sobreviure els anyells nounats.*' Va estudiar després, també en un model ovi, les

consequéncies de reduir el contingut herniat i tancar el defecte prenatalment mitjangant una
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cirurgia intrauterina.™® Es va posar aixi en marxa una etapa molt productiva en quant a
I’adquisicio de coneixements de fisiopatologia prenatal de diverses malformacions
congenites, de la tolerancia de la gestacio animal a la manipulacié quirdrgica, i els possibles
efectes sobre el fetus i la mare.

La cirurgia fetal en el model ovi no només va demostrar prevenir la HP, sin6 també revertir
la disminucié en nombre i engruiximent del calibre de les branques de les artéries
pulmonars.'?

Amb aquestes bones perspectives, el mateix Harrison va realitzar les primeres reparacions
d’HDC en pacients humans mitjancant cirurgia fetal oberta a finals dels 80.'% Els resultats,
pero, van ser dolents, principalment per una elevada mortalitat intraoperatoria, morts fetals
postquirdrgiques 1 morts neonatals després d’un part prematur.105

Finalment, es va fer un estudi prospectiu de 4 casos, que va concloure que la reparacio fetal
de ’'HDC no augmentava la supervivéncia en el subgrup de pacients sense herniacié del
fetge i que per tant advocava pel tractament postnatal d’aquests casos.'® Es va abandonar

llavors la cirurgia fetal oberta per a reparar el defecte diafragmatic.™

Les evidencies cliniques que una obstruccié de la via aeria provocava distensié pulmonar

van ser descrites per Potter l'any 1941,

quan observa en una necropsia d'un nadé amb
atresia bronquial lobar que el lobul afectat presentava una hiperdistensid. Aquesta troballa
era superposable a la distensio broncoalveolar que presentaven els pacients amb la sindrome
d’obstruccidé congenita de la via acria (CHAOS). Ja a la decada dels 60 es van realitzar
estudis experimentals que demostraven que la lligadura de la traquea provocava creixement

pulmonar.*®

Aquestes troballes van induir anys després ’inici dels treballs experimentals
d’oclusi6 traqueal prenatal per a tractar la hipoplasia pulmonar de ’'HDC, amb la técnica
anomenada PLUG (“Plug the Lung Until it Grows”)"® i a Pestudi fisiopatologic d’aquests
canvis.'® La millora en la supervivéncia dels pacients de mal pronostic en que es va
comengar a utilitzar, va impulsar els estudis sobre ’oclusié traqueal en molts centres.™

Durant el desenvolupament de la técnica d’oclusi6 traqueal endoscopica en els anys 90 es
van provar diferents mitjans d’oclusio traqueal (clips metal-lics externs, escumes internes,

balons, etc)."%

Finalment, durant aquesta ultima deécada, 1’Oclusi6é Traqueal Endoscopica
Fetal (FETO-FetoEndocopic Tracheal Occlusion: col-locacio traqueoscopica fetal d’un bald
desprenible intratraqueal), s’ha anat desenvolupant com a estratégia capa¢ d’aconseguir
estimular el desenvolupament pulmonar impedint la sortida del liquid de 1’arbre
broncopulmonar. Inicialment es dubtava de la tolerancia materna i fetal del procediment, el
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creixement traqueal en la zona de I’obstruccio, la reversibilitat de la oclusi6 1 els efectes
secundaris, perd s’ha demostrat que és un procediment eficag, reproduible i amb baixa
morbiditat. La més important d’aquestes morbiditats és un 20% de parts preterme.17

La demostracio que I’oclusié traqueal (OT) fetal causava a més d’un creixement pulmonar,

una disminucié dels pneumacits tipus 11'

(i per tant del surfactant), va portar a suggerir una
OT transitoria i una retirada de 1’obstruccid prenatalment. Aquesta és la técnica que
actualment utilitza el Grup Europeu d’Hérnia Diafragmatica (EuroCDH) per als fetus amb
més risc de mortalitat.>” El grup de Jan Deprest a Lovaina (Bélgica) en va ser pioner, i de
seguida van “exportar” la técnica a uns pocs centres europeus i americans, per tal d’arribar a
un nombre major de pacients i compartir els resultats.

La técnica FETO actualment es realitza en menys de 10 centres europeus agrupats en
I’anomenat CDH Euro Consortium. En 5 centres de 4 ciutats europees s’esta duent a terme
un assaig clinic randomitzat (Lovaina, Barcelona, Paris i Londres) en casos de pronostic
moderat i greu independentment. El nucli original de I’experiéncia europea el formen els
grups de la Universitat de Lovaina (J. Deprest), de L’Hospital Clinic de Barcelona (E.
Gratacos) 1 del King’s College de Londres (K. Nicolaides) que formen I’anomenat CDH
European Task Force amb una experiéncia acumulada de més de 200 casos. L’oclusio
traqueal es fa entre les 26 i les 28 setmanes per fetoscopia percutania amb una canula de 3,3
mm sota anestesia local i sedaci6 o amb anestésia epidural. A través d’ella es fa la
traqueoscopia i s'introdueix un balé que un cop inflat fins ocluir totalment la traquea es
desprén del catéeter portador. L'oclusio es retira a la setmana 34 mitjancant: una puncio
ecoguiada del globus; amb una segona fetoscopia i rebentant-lo amb laser; o amb un
procediment en EXIT (Ex-Utero Intrapartum Treatment: Cesaria modificada en la que es
manté la circulacié placentaria durant el temps necessari per restablir la permeabilitat de la
via aéria abans d’extraure el fetus).”‘ 13

El primer assaig clinic randomitzat que es va realitzar, als EUA, va concloure que els
pacients tractats amb OT no tenien major supervivéncia respecte als controls.'® Entre els
defensors de 1’OT, aquest resultat es va atribuir a la biaix en la seleccio de casos de
pronostic intermedi i dolent, doncs la impressié clinica dels resultats del procediment era
molt favorable. Per aix0 diversos grups han continuat tractant clinicament pacients amb la
tecnica FETO a partir d’una seleccié més estricta dels casos. Només s’indica actualment en

casos de mal pronostic (herniacioé hepatica i o/e LHR menor de 28%) atés que sembla que

les supervivéncies en aquest subgrup sén del 50% mentre que 1’esperada és del 25%.*
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Fins fa poc, no hi havia resultats concloents en quant a la millora de la supervivencia
emprant aquesta técnica.'* Recentment, pero, s’han publicat els resultats d’un segon assaig
clinic (després del de Harrison'®), realitzat al Brasil, que obté supervivéncies del 50% en 21
fetus amb HDC, LHR<1 i HH, tractats amb la tecnica FETO, mentre que entre els 21 casos
no tractats la supervivéncia és del 4,8%.'*

El grup europeu EuroCDH encara continua realitzant els seus assaigs clinics randomitzats
anomenats TOTAL-trials (Tracheal Occlusion To Accelerate Lung growth) per a avaluar la
indicacidé de FETO per a ’HDC de moderat i alt risc de forma separada, i encara no se n’han

publicat els resultats.*” 1°

2.1.9.4. TRACTAMENT POSTNATAL
2.1.9.4.1. Tractament postnatal medic

L’objectiu inicial amb la reanimacid neonatal és 1’estabilitzacid clinica amb una oxigenacid
suficient mirant d’evitar el barotrauma. Cal procedir a la intubacié traqueal ja que la
ventilaci6 amb mascareta facial i bossa pot resultar contraproduent (per la distensié de
I’estomac i I’intesti herniats al torax amb 1’aire insuflat). Cal monitoritzacio invasiva venosa
i arterial (umbilical), mesura de pressié arterial i saturacié preductal (que hauria de
mantenir-se entre 80 i 95%) i postductal (per sobre de 70%), sedacid, col-locacié de sonda
nasogastrica, hidratacié i control de temperatura. Totes les mesures actualment aplicades en
el maneig neonatal d’aquests pacients han estat estandarditzades i1 publicades en un recent

document de consens del grup CDH Euro Consortium.*’
Estrategies ventilatories

La ventilacié mecanica convencional (VMC) només permet modificacions de pressio, volum
i freqiiéncia amb una eficacia limitada en I’HDC. L’estratégia ventilatoria convencional més
utilitzada fins fa pocs anys, era hiperventilar per aconseguir una alcalosi respiratoria que
reduis les resistencies vasculars pulmonars i invertis el shunt pel ductus. Aixo sol requerir
pressions pic altes que poden causar trauma pulmonar. A més, la ventilacié mecanica causa
edema i pas de proteines a la llum de 1’alvéol (que poden causar desnaturalitzacid del

surfactant). Tota aquest dany pulmonar per la ventilacio mecanica és causa de més dificultat
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d’oxigenacio, que es tradueix en més mortalitat. D’aqui que la ventilaci6 a pressions altes
s’hagi abandonat.” Es recomana actualment, en el consens europeu, no superar pressions pic
de 25cm H20.'

La hipercapnia permissiva (permetre 1’elevacié de la concentracié de CO; en sang, dins uns
limits, per tal de reduir el barotrauma) es va introduir posteriorment i ha augmentat la
superviveéncia d’aquests pacients. Malgrat tot, no és possible evitar el barotrauma en un nado
amb un pulmd insuficient que no es deixa oxigenar, per la qual cosa, la ventilacié mecanica
continua sent una font important de morbiditat.*

Aixi, D’estrategia de VMC consisteix basicament a ventilar amb altes freqiiéncies i baixes
pressions (pressid controlada) i no utilitzar PEEP (pressié positiva telespiratoria). Els
parametres recomanats son: Pressid inspiratoria de 20-25 cmH,0, PEEP de 2-5 cmH,0 i

freqiiéncia de 40-60/min.*’

La VAFO (ventilaci¢ d’alta freqiiencia) és una modalitat de ventilacié que utilitza volums
corrents inferiors a 1’espai mort anatomic, amb una freqiiéncia respiratoria suprafisiologica
(>150x’) per afavorir el reclutament d’unitats alveolars i el manteniment d’un volum
pulmonar optim. D’aquesta manera s’eviten els cicles repetits de col-lapse-sobredistensio de
les unitats alveolars i per aixo té menys incidencia de barotrauma i lesié parenquimatosa (per
’activacié de mediadors de la inflamacio). S’utilitza de forma majoritaria en els pacients
més greus des dels anys 90, i els estudis retrospectius semblen indicar una millora en la

supervivencia, tot i que no s’han realitzat estudis randomitzats per a demostrar-ho.**"*8

Una altra terapia que es va proposar va ser la ventilacio liquida (VL). S’utilitza el
perfluorocarboni (PFC), una molécula sintética amb una elevada solubilitat per 1’0, i el
CO,, que a temperatura corporal té un estat liquid, i amb una tensi6 superficial als alvéols
inferior a la de I’aire, que fa que aquests tinguin menor tendéncia a col-lapsar-se tot i la
manca de surfactant. Es van descriure dues modalitats de VL: la total (VLT) si el ventilador
impulsa el propi PFC, i la parcial (VLP) si s’usa un ventilador convencional que impulsa
aire cap als pulmons plens de PFC. Només hi va haver un assaig clinic pilot, randomitzat i

multicéntric sobre 13 casos (8 VLP i 5 controls) publicat el 2003,

en pacients amb HDC
mentre estaven en ECMO. Es va trobar un augment de la PaO,, disminuci6 de la PaCO; i
millora la distensibilitat pulmonar. La supervivéncia del grup tractat també va ser major, i en

base a aquests resultats es va intentar fer un assaig clinic més ambicios i definitiu. La FDA,
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pero, no va aprovar 1’us posterior del PFC per aquesta indicacio. Sembla que la pressio dels

fabricants de respiradors va pesar en aquesta decisio.

Vasodilatadors pulmonars

Com hem vist, la diferéncia de saturacio pre i postductal, aixi com 1’ecografia del VD i de
les artéries pulmonars, son els dos principals indicadors d’HTP en aquests pacients. Quan la
saturacio preductal cau per sota del 85%, cal assegurar un adequat volum intravascular
perfonent cristal-loides o concentrats d’eritrocits per a optimitzar 1’intercanvi d’O», 1 utilitzar
inotropics per tal de disminuir el shunt dreta-esquerra.**’

El seglient pas és la utilitzacié de diferents vasodilatadors pulmonars. El de primera eleccio
en I’actualitat és 1’0xid nitric inhalat (iNO), que té un efecte potent i selectiu (té I’avantatge
de tenir un efecte local pulmonar en inactivar-se quan s’uneix a 1’hemoglobina). En un
estudi no randomitzat, s’ha trobat una millora del pronostic amb la combinacié de NO amb
la hipercapnia permissiva.?® En un estudi randomitzat si que es va demostrar que la
combinacié de VAFO i NO millora la PaO; en pacients amb HDC en major grau que 1’us
d’aquests separadament.’?*

Altres farmacs utilitzats actualment son els inhibidors de la fosfodiesterasa (sildenafil),
antagonistes de 1’endotelina-1 (bosentan, sitaxsentan), i vasodilatadors pulmonars com la

prostaciclina o els seus analegs. Tots ells estan destinats a disminuir la HTP.>*

ECMO

Des de la seva introduccid a principis dels 80, 1’Oxigenacié de Membrana Extracorporia
(ECMO) va ser la gran esperanga per a augmentar la supervivéncia en pacients amb HTP
refractaria al tractament convencional. Es considera I’ultim grad terapéutic de la
insuficiéncia respiratoria. Teoricament hauria de servir per suplir I’oxigenacio deficient (per
HP i HTP severes) entre el naixement i el desenvolupament pulmonar suficient per mantenir
la vida (pocs dies-setmanes). Hi ha una gran variabilitat entre centres en quan als criteris
d’indicacio, i cada cop és més usada tot i que no esta clar que millori el pronostic ni la

supervivencia.*?

Un punt en contra és 1’elevat nombre de seqiieles neurosensorials (fins 40-
60% en pacients amb HDC que han rebut ECMO, mentre que en altres patologies

respiratories que 1’han requerit és del 10%).”
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Hi ha dues modalitats d’ECMO segons calgui 0 no suport hemodinamic. Si a més de suplir
la funci6 respiratoria cal suport hemodinamic, s’usa la variant venoarterial que curtcircuita
la circulacio pulmonar. La sang venosa s’extrau de 1’auricula dreta a través d’una canula que
entra per la vena jugular interna dreta i es retorna un cop oxigenada a la crossa aortica a
través d’una segona canula insertada a ’arteria carotide dreta.

Quan només cal substituir la funcio respiratoria perqué el cabal cardiac del pacient és
suficient, es pot usar ’ECMO venovenosa. En aquesta modalitat la sang venosa s’extrau
igualment de I’auricula dreta a través d’una canula a la vena jugular interna dreta i es torna
oxigenada a la mateixa auricula dreta. Habitualment s’utilitza una sola canula, que pot tenir
dues llums per als dos sentits del flux (entrada i sortida) o de llum Unica amb un sistema de
clampatge alternatiu i inversio del flux de forma intermitent. Aquesta darrera variant
s’anomena Assistencia Respiratoria ExtraCorporia (AREC).

No s’han trobat diferéncies significatives en els resultats de morbimortalitat segons s’usi
ECMO venoarterial 0 venovenosa,*?® suggerint que suplir la funcié del cor dret no és un
factor crucial en aquests pacients. Tampoc s’han pogut identificar factors prenatals ni
neonatals que puguin predir la necessitat d’ECMO en pacients amb HDC. L’unic factor que

. . . . . 124
s’hi ha associat significativament és el pneumotorax.

2.1.9.4.2. Tractament postanatal quirdrgic

Com hem vist, abans de la decada dels 80 es creia que la reducci6 del contingut herniat i el
tancament del diafragma eren una urgencia quirurgica per tal d’aconseguir una reexpansio
pulmonar el més rapidament possible. Els nous conceptes fisiopatologics van canviar el
plantejament, i tot i que no s’ha demostrat que la supervivéncia sigui millor en I’abordatge
quirargic tarda, tampoc no s’ha provat que sigui pitjor.*?> Actualment, la majoria de centres
opten per I’estabilitzacio de la funcio respiratoria prequirﬁrgica.126

El que si que s’ha observat és que els pacients empitjoren amb la intervencidé quirurgica
degut a un augment de les resisténcies pulmonars per multiples factors (dolor, hipotérmia,
estimulaci6 per 1’aspiracio endotraqueal, soroll ambient, ateléctasis, etc).

Per aixo s’ha mirat de diferir el tractament fins que els indicadors d’hipertensié pulmonar
millorin ecograficament (entre 100 i 360 hores després), i sembla que aixi les artéries
pulmonars es van dilatant i a més sén menys sensibles als estimuls de vasoconstricci6.” El

document de consens europeu del 2010 recomana la reparacio en el moment que es

60



Introduccio

produeixi 1’estabilitzacio de la HTP basada en els segiients parametres: normalitzacié de la

tensio arterial per a I’edat gestacional i SaO, preductal >85% amb FiO, <50%.™

El procediment classic ha estat la laparotomia subcostal del costat del defecte, la reduccid
curosa de les visceres herniades al torax i el tancament del defecte diafragmatic amb punts
separats de material irreabsorbible. En cas que presenti un sac herniari, aquest és ressecat
igualment de forma curosa. Quan el defecte ¢s massa gran s’utilitza un pegat sintétic per tal
de cobrir el defecte, fixant-lo igualment amb material irreabsorbible. En tots dos casos, la
sutura en cas de no disposar d’un llavi diafragmatic posterior suficient, ha d’incloure les
costelles per tal de donar un suport suficient a la reparacié i disminuir la possibilitat de
recidiva de ’HDC.

Cal també corregir la malrotacié intestinal, i en cas d’observar una evident alteracio de la
unié esofagogastrica, es pot associar un procediment antireflux gastroesofagic.

Si és possible, es tanca la laparotomia per plans de forma estandard. Per contra, si en el
moment de tancar I’abdomen, la pérdua del dret de domicili del contingut herniat condueix a
una pressio intraabdominal excessiva, es pot optar per deixar la musculatura oberta i tancar
només la pell, aplicar un pegat a les vores de la musculatura oberta, o utilitzar una sitja on

allotjar el budell i reduir-lo progressivament els dies posteriors.

Altres vies d’abordatge que s’utilitzen son:

e Toracotomia (en particular en HDC dretes per tal d’evitar les dificultats que implica

tancar el defecte diafragmatic darrera el fetge).

e Laparoscopia. Presenta els avantatges de la cirurgia minimament invasiva (en teoria
podria disminuir 1’estimul quirtrgic per la vasoconstriccid6 deguda al dolor 1 la
hipotérmia) pero té la dificultat en la visualitzacié de la part posterior del defecte per

la interposicio del budell.

e Toracoscopia. També es tracta d’una técnica minimament invasiva que, a mes, té
I’avantatge d’una millor visualitzacié del defecte diafragmatic sense la interposiciod
de visceres intraabdominals. El seu principal inconvenient és la limitaci6 d’espai i

moviments en el torax d’un nounat, que dificulta el tancament del defecte.
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L’us de técniques minimament invasives per a la reparaci6 de I’HDC continua sent
controvertit. No s’han demostrat els beneficis d’aquest abordatge més enlla dels genérics de
la cirurgia endoscopica, pero si que és un abordatge factible, amb resultats semblants a la via
oberta (en quant a recidives, temps fins a tolerancia digestiva, estada a UCI, etc), tot i un
index de reconversions notable (20-30%) i una major durada del procediment.*?”-** Un dels
principals inconvenients argumentats és que 1’as d’insuflaciéo de CO, causa hipercapnia. Tot
1 que aquesta afirmacio €s inapel-lable, no s’ha demostrat que aixo es tradueixi en variacions
pel que fa a la HTP, hipoxemia, hipotensid, necessitat de vasodilatadors pulmonars o

inotropics.*
2.1.10. PRONOSTIC

S’han identificat diferents factors relacionats amb la mortalitat postnatal de ’'HDC.

Entre els prenatals: ’HDC dreta, 1’herniacié hepatica, la presencia de malformacions
associades (sobretot cardiopatia), el major grau d’hipoplasia pulmonar, la ruptura prematura
de membranes i un diagnostic prenatal abans de les 24 setmanes.**"®® Com sembla ldgic,
tots aquests es poden agrupar en dos conceptes: tenen pitjor pronostic els pacients amb
maultiples malformacions i aquells que tenen defectes grans.

Entre els clinics: el pes al naixement, I’Apgar a 1 i 5 minuts, ’agenésia diafragmatica, la
necessitat de pegat en la reparacio i un pneumotorax que requereixi drenatge.*® 1%

Més enlla de la identificacid d’aquests factors qualitatius que suposen una major mortalitat,
actualment s’utilitzen diferents parametres per tal de poder estratificar el risc i, per tant,
ajudar a decidir si aplicar terapies prenatals. Es tracta de parametres ecografics prenatals que
es desenvolupen a I’apartat segiient.

Tot i que també s’han proposat indexs neonatals amb valor prondstic, el seu baix valor
predictiu ha fet que caiguessin en desis. Es van proposar 1’index d’oxigenacio
(I0=PMAXFiO,/Pa0,) i I’index de ventilaci6 modificat (IV=RRXPMAXxPaCO,/1000) que

quan resultaven <0,08 i <40 respectivament, s’associaven amb supervivéncies >90%."311%?

2.1.10.1. PARAMETRES PRONOSTICS ECOGRAFICS

Des de la generalitzaci6 de 1’ecografia prenatal, s’han suggerit diferents indicadors

ecografics que semblaven associar un pitjor pronostic (com la preséncia de polihidramni i la
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situacié intratoracica de I’estdbmac), pero no s’han pogut correlacionar amb la mortalitat de

forma concloent. A la Taula 4 es recullen els indicadors que diferents autors han proposat.

Taula 4. Indicadors ecografics utilitzats amb finalitat pronostica®

Mida pulmonar Mida de I’hérnia Altres indicadors
-Lung-to-head ratio (LHR) -Estémac intratoracic -Diagnostic <25 setmanes
-Volum pulmonar absolut -Perimetre abdominal petit -Anomalies associades
-Rad diametre pulmonar/ perimetre -Fetge intratoracic (HH) -Polihidramni
toracic P . . .
-Rag hérnia/cor -Hipoplasia cavitats esq.
-Rad area transversal pulmé/torax o L S
-Desviaci6é mediastinica -Vascularitzacié pulmonar
-No herniaci6 visceral visible (visualitzacié n° de bifurcacions)

A continuacié exposem aquells parametres en que si que s’ha demostrat correlacié amb la

mortalitat, i quins grups pronostics que se’n deriven.

e LHRiHH

A partir de diversos treballs sobre la utilitat pronostica de 1’eco prenatal s'han establert dos
factors predictors d’elevada mortalitat independents I'un de l'altre: la major hipoplasia
pulmonar i la preséncia de fetge intratoracic, avaluats per ecografia.'® Aixi, s’han pogut
realitzar taules de superviveéncia a partir d’aquests dos parametres ecografics: la hipoplasia
pulmonar mesurada amb el LHR, i la visualitzaci6 d’herniacié hepatica (HH) al torax.

També s’han realitzat taules amb la combinacid de tots dos factors.

Agafant com a parametre el LHR, les supervivéncies observades son les segiients:®

LHR Supervivéncia
0,4-0,7 0%
0,8-0,9 15%

1-15 65%

>1,6 80%
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Quan es combina el LHR amb [I’herniacié hepatica, s’obté la segiient taula de

supervivéncia:®®

LHR HH Supervivéncia
<1 Si <10%
No 60%
1-14 Si 65%
No 75%
>1.4 - 85%

Com veiem, la preséncia d’HH amb LHR<I] empitjora molt el pronostic. Tot i que
I’herniacio del fetge es correlaciona inversament amb la supervivéncia i és independent del
LHR, no esta clar que ho sigui d’altres variables. S’espera que la RMN podra tenir major
sensibilitat a I’hora de quantificar el volum de fetge herniat i el de pulmé residual.*” "

Actualment, el LHR s’utilitza només com a indicador pronostic en pacients amb HH, atés
que no s’han observat diferéncies de supervivéncia si es pren ailladament el LHR en
pacients sense herniaci6 hepatica.®®> Com ja hem vist, pero, una recent metaanalisi conclou
que l’evidéncia actual no dona suport al valor pronostic del LHR respecte a la
supervivencia.*® Si que ho ha fet, en canvi, la metaanalisi que ha analitzat la HH, concloent

la seva correlacié amb una major mortalitat.*

e o/eLHR

Ates que el LHR augmenta en I’HDC amb 1’edat gestacional, 1 que I’o/e LHR ¢és
independent de 1’edat gestacional, actualment s’utilitza també aquest segon parametre. En
aquest cas també s’han fet taules de supervivéncia ja sigui com a Unic indicador o combinat
amb ’HH (Fig. 14). Actualment s’usa com a predictor de supervivencia per a la indicaci6 de

terapia fetal.*®*
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Extreme Severe Moderate Mild

| Liver in thorax ('up)
_| B Liver in abdomen (‘'down’)

Survival rate (96)

10 1
I |_| I T : T

<15 15-25 26-35 36-45 46 and higher
O/E LHR (%)

Figura 14. Taxes de supervivéncia en HDC esquerres aillades segons I’index o/e LHR i la situacio del fetge

intratoracica.”

L’o/e LHR és el parametre més utilitzat ara per predir el pronostic. Com veiem al grafic,
s’han establert 4 grups pronostics que son la base per a decidir si un cas determinat és

candidat a terapia fetal. Aquests grups sén:

1. HP extrema
e o0/e LHR <15%
La supervivéncia esperada es 0%

2. HPgreu
e 0/e LHR 15-25%

Supervivencia de 20% sense HH i 10% si hi ha HH

3. HP moderada

e o0/e LHR 26-35% independentment d’HH

e o0/e LHR 36-45% amb HH
Supervivencia del 30-60%

4. HP lleu
e 0/e LHR 36-45% sense HH
e LHR o/e >45% amb o sense HH

Supervivéencia>70%
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Aquests parametres han estat validats només per a HDC esquerres tant a les setmanes 22-23
com a les 32-33. Es per tant un parametre independent de 1’edat gestacional. Per contra, les
HDC dretes tenen pitjor prondstic (supervivéncia 0% en ofe LHR per sota del 45%).13* 1%
L’o/e LHR sembla ser el millor estimador de la supervivéncia postnatal del fetus amb HDC,
i en el subgrup de pitjor pronostic (LHR o/e <26%: HP greu i extrema) s’ha suggerit que els
parametres hemodinamics (Pl i PEDFR) poden discriminar els casos de pronostic infaust
dels que tenen major probabilitat de sobreviure.®* En aquest sentit, la normalitat dels
parametres hemodinamics (Pl i PEDRF) ha demostrat associar-se amb una abséncia de
morbiditat, mentre que I’o/e LHR no té aquesta associacid.™®

Igualment, s’espera Que aquests parametres d’ecografia-doppler podran correlacionar-se

amb el grau d’HTP, que alhora és una important causa de mortalitat,% 8% %

e Altres parametres

Com hem vist en els apartats de diagnostic prenatal d’HP 1 HTP (2.1.7.2 1 2.1.7.3), diferents
mesures ecografiques del pulmé i la vascularitzacié pulmonar s’estan estudiant i mirant de
relacionar amb el pronostic. A tall de resum d’aquest aspecte explicat en aquells apartats,
citem de nou els parametres més estudiats fora del LHR, que continua sent, avui dia, I’index

mes acceptat i utilitzat arreu amb aquesta finalitat:

e El volum pulmonar estimat també¢ s’ha correlacionat amb la supervivencia. Aquesta
correlacio és millor prenent la mesura del volum pulmonar fetal (FLV) total o/e (o/e

FLV) respecte a volum corporal fetal que respecte a 1’edat gestacional.”

o El diametre de I’artéria pulmonar es correlaciona amb el pes pulmonar. Una artéria
pulmonar contralateral gran es correlaciona amb una major mortalitat. Una
discrepancia de mida entre les branques principals amb un calibre gran del tronc es
correlaciona amb una major morbiditat respiratoria i una mortalitat neonatal major.®
L’us de I’ecografia arterial pulmonar seriada també s’ha utilitzat per a detectar

I’evolucio cap a HTP.*

66



Introduccio

e Uns diametres de les artéries pulmonars esquerra i dreta petits i un index de
McGoon<1,3 es correlacionen amb una major mortalitat.”® La combinacio de ’index
de McGoon i el baix pes al naixement, tenen un elevat valor predictiu pel que fa a la

mortalitat.**’

2.1.10.2. SEGUIMENT I SEQUELES

L’augment de supervivencia que han suposat els avengos terapeutics en el tractament de
I’HDC, s’ha acompanyat d’una major morbiditat d’aquests supervivents que pot afectar
diversos sistemes 1 oOrgans. S’han identificat seqiieles respiratories, cardiovasculars,
gastrointestinals, musculoesquelétiques i neurocognitives a més de ser causa

d’hipocreixement.*

Gastrointestinals

El reflux gastroesofagic (RGE) és molt frequent (70%), tot i que sovint asimptomatic. Ha
d’ésser descartat sempre, perqué pot tenir conseqiiéncies patologiques rellevants (p. ex.
esofagitis, esofag de Barret, falta de creixement). La seva patogénia no és evident i
probablement és multifactorial; sembla més aviat una comorbiditat que una sequela i per
aix0 és tractat en aquell apartat (vegeu [’apartat Patologia associada dins 2.1.1

Epidemiologia)

Respiratories

S’han descrit infeccions respiratories de repeticio i tos cronica en el 25-50% dels pacients,
sobretot durant el primer any, i la majoria dels pacients necessiten broncodilatadors i
corticoides inhalats."*® A curt termini, perd, no totes les séries presenten aquestes seqiieles.”
Curiosament, en les espirometries d’aquests pacients s’han trobat patrons tant restrictius com
obstructius, pero sense correlacié amb el grau d’hipoplasia observat en la intervencio i en les
radiografies postoperatories. Sembla que hi hauria un predomini de 1’obstruccio6 en les vies
de petit calibre amb un augment de la capacitat residual per un cert emfisema pulmonar o

per deformitat toracica.*

Quirurgiques

Hi ha certa morbiditat que sense ser causada per la cirurgia, hi esta relacionada estretament.
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S’han registrat deformitats toraciques fins al 47% dels casos 1 escoliosi en el 13%.

La recidiva de ’HDC és molt més freqiient en cas de necessitar un pegat per a la cobertura
del defecte (46%) que en el tancament primari (10%); i té un temps mig d’aparicio al voltant
de I’any. L’as d’un pegat incrementa, a més, tant la incidéncia de deformitat toracica com la

1,"**tant en les HDC esquerres com en les dretes.**

d’obstrucci6 intestina
Ja sigui per volvul o per adheréncies postquirargiques, la incidéncia d’obstrucci6 intestinal
en pacients amb HDC arriba al 10-20%, essent la causa de reintervencié més frequent. A
més del volvul per malrotacid, I’ileus prolongat per I’estat critic que solen presentar
neonatalment i 1’elevada pressié abdominal després de la reduccid de 1’hérnia, s’han
considerat substrats etiopatogenics d’aquesta elevada incidéncia d’obstruccié intestinal.
Altres simptomes intestinals que poden presentar durant el seguiment fins en un 13% son:
singlot, vomits, meteorisme i dolor abdominal.*

Els procediments quirtrgics més freqiients en aquests pacients a més de la reparacié de

I’HDC s6n la canulacié/decanulacié per "ECMO i la funduplicatura per RGE (18%).'*

Neurocognitives

Venen determinades inicialment per la hipoxémia, hipercapnia i acidosi neonatal que poden
presentar, i per la terapia amb ECMO.

La hipoxémia persistent causa retard del desenvolupament cognitiu. La RMN ha detectat
alteracions en practicament tots els pacients estudiats postHDC, que no eren detectables amb
eco, pero es desconeix la traduccid clinica d’aquestes alteracions de la neuroimatge a llarg
termini. La TAC igualment ha demostrat ser més sensible que la eco per a detectar lesions
que van des d’hemorragies petequials fins a atrofia frontal.

En el cas de pacients tractats amb ECMO s’han descrit déficits neurologics simptomatics en
10-30% dels casos.*

També s’han detectat manifestacions psicologiques com trastorns de conducta i deficits
cognitius lleus.®

Aixi, les seqiieles cognitives son freqiients, tot i que el 50% dels casos d’HDC no tenen
patologia neurologica associada, i dels que en tenen només un 7% presenta anomalies al

sistema nervids central.?*

Hipoacusia
Es una seqiiela freqiient (35%), i s’ha relacionat amb I’alcalosi mantinguda (per

hiperventilacio) i amb la ventilacio mecanica prolongada. També s’hi ha relacionat
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I’ ototoxicitat medicamentosa i la terapia amb ECMO.
El tractament neonatal i PTECMO en pacients similars amb altres patologies no té una
incidéncia tan alta d’hipoacusia, per la qual cosa alguns autors apunten que podria estar

relacionada amb la patologia de base; la mateixa HDC.®?

Retard de creixement

Sembla tenir una incidencia del 50%, i un 20-30% dels casos estaria per sota del percentil 5
tot i la optimitzacio de les aportacions caloriques. Entre els factors que s’han involucrat en el
retard de creixement que pateixen els pacients amb HDC hi ha 1’augment de necessitats
metaboliques per 1’estrés neonatal i la patologia pulmonar, I’augment de treball respiratori,

I’aversi6 oral, I’ileus intestinal, I’tis ’ECMO 1 d’oxigenoterapia prolongada, i el RGE.*

Musculoesquelétiques

S’han descrit deformitats toraciques en 16-48% dels casos. La més frequent és el pectus
excavatum. Altres son asimetries del torax, escoliosi i deformitats costals i esternals. S’han
relacionat amb: una alteraci6 inicial comuna del desenvolupament del pulmd, diafragma i
paret toracica; el petit volum pulmonar del costat afectat; un treball respiratori major que
tendeixi a provocar retraccid de les zones cartilaginoses i per tant un pectus excavatum; els
pegats utilitzats en els defectes grans, i amb el fet que aquests pegats limitin el creixement
toracic en no ser distensibles. Normalment no requereixen una reparacio quirdrgica. Es

recomana seguiment de les escoliosis per evitar patrons restrictius.*
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2.2. MODELS ANIMALS EXPERIMENTALS D’HDC

Degut a les limitacions de ’estudi de ’'HDC en humans, s’han utilitzat i es continuen
utilitzant multiples models animals experimentals d’HDC. El primer model que es va
desenvolupar va ser el d’ovella, amb una HD creada quirargicament en el ter¢ mig de la
gestacio. Posteriorment, quan es va aconseguir un model teratogenic induit en rata amb un
herbicida (Nitrofén), que provoca principalment defectes diafragmatics i pulmonars, es va
poder estudiar exhaustivament tota la seqiiéncia patogénica de ’'HDC d’aquest origen.
Aquest model teratogénic funciona en rates i ratolins, perdo no s’ha pogut reproduir en
animals més grans. TanmateiX, com més gran és 1’animal, més facil és crear una HD
quirargicament en ’etapa fetal, i I’éxit del model depén sobretot de I’estabilitat de I'tter
davant 1’agressid quirurgica. Aquests models quirurgics s’han realitzat en rates, conills,

ovelles, gossos i porcs. Darrerament tamb¢ s’han utilitzat models amb animals transgenics.

Cap d’aquests models reprodueix perfectament ’HDC amb les malformacions associades
que es produeixen en I’huma, pero tots ells aporten llum en I’estudi d’aquesta patologia, la

seva patogénia i el seu tractament potencial.*®
2.2.1. MODEL TERATOGENIC: NITROFEN

Entre els mdltiples teratdogens que han estat utilitzats en models murins en relacié amb
I’HDC (cadmi, aspirina, diflunisal, etc), el més destacable, ates que reprodueix en bona
mesura les troballes de ’HDC en humans, és el nitrofén. Aquest és, possiblement, el model
animal d’HDC més utilitzat.>

El nitrofén (2,4-diclorofenil-p-nitrofenil éter) és un herbicida que administrat a la rata
gestant causa HDC als fetus, amb hipoplasia pulmonar i malformacions cardiaques i
esquelétiques que s’assemblen a les que es troben en ’'HDC en humans. Malgrat aixo, no
s’ha pogut demostrar cap relacié d’aquest herbicida en 1°etiopatogénia en humans. La
incidéncia d’HDC per la seva administracid és major en les rates Sprague-Dawley que en les
Wistar.* Amb dosis de 2,5mg/g de menjar s’aconsegueixen incidéncies d’HDC del 80%,
sent major la incidéncia com més precog és I’administracié del nitrofén dins un periode

finestra efectiu (al voltant del dia 9-10 de gestaci6).! El moment de I’administracio té
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efectes sobre la lateralitat. Quan s’administra el dia 9, la majoria de defectes son esquerres,

mentre que si s’administra el dia 12, predominen les HDC dretes.*

El seu mecanisme patogenic sembla ser la interferéncia de la sintesi de ’acid retinoic. ES
teoritza que aixo origina un doble insult independent sobre el pulmaé i sobre el diafragma que
explicarien conjuntament la hipoplasia pulmonar i I'HDC que en resulten.**?

El desenvolupament d’HDC 1 hipoplasia pulmonar, entre d’altres malformacions, en models
murins de deficit nutricional de vitamina A ja es va observar als anys 40 amb incidéncies
d’entre el 25% i el 60%. També es va observar que aquesta incidéncia es reduia o
desapareixia amb 1’administracid de retinol o aliments que el continguessin, com 1’oli de
fetge d’halibut.*

L’administracié prenatal de vitamina A en el model d’HDC amb nitrofén pot reduir la
incidéncia d’HDC des d’un 54% a un 32%. L’administracié d’acid retinoic €s encara més

potent i redueix la incidéncia fins a un 15%.*

Pel que fa al desenvolupament pulmonar en aquest model, s’han constatat alteracions de la
vascularitzacié pulmonar semblants a les de ’HDC en humans. En concret, una disminucié
del calibre dels vasos pulmonars i un engruiximent de la paret dels mateixos.® En estudiar
amb immunohistoquimica la paret d’aquests vasos s’observa una manca d’expressio del
factor angiogénic VEGF (factor de creixement vascular endotelial) en els individus amb
HDC, sense observar diferencies en ’estudi de les isoformes de la cadena pesada de la
miosina (que corresponen a diferents fases de maduracié vascular) ni d’actina.*** Aixo
suggeriria que la principal alteracio vascular seria endotelial i en resultaria alterat el to i la
reactivitat vascular, mentre que la musculatura seria ultraestructuralment normal.

També s’ha observat una disminucio de I’expressié de la proteina Shh (Sonic hedgehog) en
els pulmons d’aquests fetus de rata.® La proteina Shh, esta implicada en 1’organogenesi,

particularment de I’esofag i de la ramificaci6 pulmonar.

L’administraci6 prenatal de vitamina A ha demostrat atenuar la HP®® i la d’acid retinoic
resulta en una major alveologénesi dels fetus afectats respecte als controls.*®

Un altre agent terapeutic assajat en aquest model és la tetrandrina que actuaria disminuint
I’expressio del factor de creixement transformador-f (TGF-B) que esta sobreexpressat en
I’HDC i se li atribueix un efecte d’inhibici6 del creixement i desenvolupament pulmonar.100

Tot 1 que s’havia hipotetitzat que el paper que les hormones tiroidals tenen en el
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desenvolupament del pulmé podia interferir-se pel nitrofén i explicar la patogénia de la HP
que produeix, els nivells de T3 i T4 en teixit pulmonar no donen suport a aquesta teoria ja
que no s6n diferents en fetus de rata exposada o no al nitrofén.'%*

També s’ha assajat 1’oclusio traqueal en el model de ratoli amb nitrofén observant una
normalitzacio de la rad pes pulmoé/pes fetus, i dels espais aeris, sense observar efecte en la

ramificacié bronquiolar.'*®

Els principals avantatges d’aquest model son el baix preu, la facil realitzaci6 i que produeix
un defecte preco¢ en el desenvolupament diafragmatic, de forma similar a ’'HDC dels
humans. Els seus principals inconvenients son: la petita mida dels fetus, que dificulta
qualsevol procediment quirdrgic, i la teratogenia en si mateixa, atés que en humans no s’ha

demostrat associaci6 de I"’HDC amb teratogens.®

2.2.2. MODELS GENETICS

Es basen en la utilitzacio de ratolins knockout, es a dir, ratolins modificats genéticament per
tal que no expressin certs gens implicats en el desenvolupament diafragmatic i pulmonar.

S’han utilitzat ratolins mutants amb una abolicié de 1’expressido del gen 1 del tumor de
Wilms (WT1; conegut gen supressor relacionat amb el nefroblastoma), que presentaven
defectes diafragmatics associats,*® i altres amb I’expressié bloquejada de Gli2 i/o Gli3
(proteines implicades en l’organogeénesi de I’esofag i1 la ramificacid pulmonar) que
manifesten un espectre de malformacio pulmonar que va des de la formacié d’un tnic 1obul

pulmonar fins a una agenésia pulmonar.“°

Altres gens i proteines implicades en el desenvolupament diafragmatic i pulmonar,
utilitzades en models murins genétics amb bloqueig de la seva expressio son: Slit3, Gata4 i
Gata6, Fog2, c-Met, COUP TFII, PDGFRa (receptor a del factor de creixement derivat de

plaquetes) i RAR (receptors de 1’acid retinoic).? “°

L’estudi en aquests models permet obtenir informacid fisiopatogenica i embriologica de

I’HDC que no s’obté¢ en els models quirurgics.
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2.2.3. MODELS QUIRURGICS

Una de les hipotesis patogeniques de la HP en I’HDC, atribueix aquella al pas de visceres
intraabdominals al torax impedint el normal desenvolupament del pulmo per una compressio
directa 1 per l’alteracid dels moviments respiratoris fetals. Els models quirtrgics
reprodueixen aquesta situacio creant un defecte diafragmatic o bé ocupant directament el

torax.*

Aquests models permeten estudiar tant les alteracions pulmonars com assajar diferents
estratégies prenatals per tal de revertir els efectes de I’'HD. Com que no hi ha un error
patogeénic, no serveixen per a 1’estudi etiologic o fisiopatologic del defecte diafragmatic pero
s’hi poden estudiar les conseqiiéncies de I’HD per se, excloent el context malformatiu que
pot acompanyar els pacients humans. Per aquest motiu, son models que s’han utilitzat
fonamentalment per a avaluar tant les conseqiiencies directes de la ocupacid d’espai
intratoracic com els efectes de diferents terapies prenatals com: 1’administraci6 prenatal de

corticoides,*® 4" 18 |3 reparaci6 intrauterina del diafragma,** 2

o I’oclusié de la traquea
fetal 1% 16 149 Aquesta darrera estratégia es basa en 1’observacio d’una hiperplasia pulmonar
quan hi ha una obstruccio de la via aéria durant 1’etapa fetal del desenvolupament, en el que
es coneix com a sindrome CHAQOS (Congenital high airway obstruction syndrome) i la seva
potencial aplicacid per a corregir la HP associada a la HDC (vegeu el subapartat d’Historia

de la terapia fetal dins 1’apartat 2.1.9.3 del Tractament Prenatal).

L’animal d’experimentacid utilitzat principalment en models quirtrgics ha estat 1’ovella,
pero s’ha treballat també en conills, gossos 1 primats. Per tal que el model reprodueixi
fidelment el moment del desenvolupament pulmonar en qué es produeix I’THDC en humans
(fase pseudoglandular), cal conéixer 1’equivaléncia en la gestacié del model animal triat
(Fig. 15). En el cas del conill, el dia 23 en qué creem I’HD es correspon a la fase

pseudoglandular.
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Figura 15. Desenvolupament pulmonar i correspondencia amb els dies i percentatge de gestacio en els

diferents models animals. (http://www.nature.com/mt/journal/v12/n1/extref/mt20051271x1.jpg)

2.2.3.1. MODEL QUIRURGIC EN OVELLA

Es el model quirargic d’HDC que primer es va utilitzar i que més s’ha emprat des de llavors.
Es va desenvolupar els anys 60 com a part d’un seguit d’estudis fisiopatologics en la
gestacio. Com que la gestacid de 'ovella és molt estable i tolera bastant bé ’agressio
quirdrgica, es van fer models quirurgics de diferents malformacions en el fetus d’ovella i
se’n va estudiar la fisiopatologia. Es va demostrar que un defecte diafragmatic creat
quirdargicament, permetia el pas del budell al torax i aixo es traduia en una elevada mortalitat
postnatal. EI grup capdavanter va ser el del Dr. Michael Harrison a San Francisco, CA
(EUA). El seu primer model va consistir en inflar un balé al torax d’un fetus d’ovella
provocant una hipoplasia pulmonar fetal amb elevada mortalitat neonatal.’® Aquesta
mortalitat no millorava en desinflar el bald postnatalment (simulant una correcci6 quirirgica
neonatal), perd si quan es desinflava prenatalment, demostrant que la hipoplasia podia ser
reversible i que s’acompanyava d’una millora de la supervivéncia.*! Un cop demostrada la
reversibilitat prenatal de la HP, es van crear models més semblants a ’HDC humana. Creant
un defecte diafragmatic quirargicament el dia 60 de gestacio i reparant-lo sobre el dia 100
amb cirurgia fetal, es va comprovar que també s’aconseguia revertir els efectes de

disminuci6 i engruiximent de la vascularitacié pulmonar que es produeixen per I’HDC.* En
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aquest moment es va comencar a pensar que el tractament prenatal podia ser una nova
estratégia terapcutica que canviaria radicalment el pronostic d’aquesta malformacio, i es va
comencar a desenvolupar la cirurgia fetal en humans.

Es van experimentar diferents modalitats de cirurgia fetal en 1’ovella, com la comparaci6 del
tancament directe vs tancament amb una “sitja”. Es tracta d’una bossa sintética on s’allotja
el contingut herniat fora de ’abdomen (un cop tancat el diafragma), suturada als marges de
la laparotomia, per disminuir la pressio intraabdominal postoperatoria després de reparar el
diafragma. Es va comprovar que totes dues técniques tenien un efecte beneficios sobre la
hipoplasia pulmonar™® i que per tant, la pressié abdominal no era un factor determinant

sobre la recuperacié de la HP.

Per tal de caracteritzar les alteracions patologiques de ’'HDC en el model ovi, es van
utilitzar diferents parametres per a avaluar la HP: rad pes pulmonar/pes fetal, densitat
bronquial terminal mitjana, area de les capes mitjana i adventicia de I’artéria pulmonar,
xarxa capil-lar (=area vascular/ area de teixit), gruix de les capes muscular i adventicia, etc.’
L’objectiu era trobar indicadors utils d’HP 1 HTP. Alguns d’aquests parametres van resultar
ser bons indicadors i s’utilitzen també en altres models (rad pes fetal/pes pulmonar) i altres

van ser-ho menys.

Un cop els mals resultats de la cirurgia fetal oberta en humans van fer abandonar aquesta
via, ’ovella va ser de nou el banc de proves pel desenvolupament del tractament mitjangant
I’oclusi6 traqueal (OT). Primer es va demostrar la utilitat d’aquesta técnica en revertir les

151

alteracions estructurals del pulmé amb HDC.™" Aquesta millora es va observar en tots els

parametres de creixement i maduracié pulmonar, i en el calibre arteriolar.**

L’ovella, després va servir per a millorar la tecnica endoscopica per a cloure la traquea,
primer amb clips,*° i posteriorment amb la técnica que actualment es realitza en humans,
conegut com a Fetendo-PLUG (taponament endoscopic fetal) als EUA i FETO (Fetal
Endoscopic Tracheal Occlusion) a Europa.*®

Un altre aspecte que es va poder millorar a través d’aquest model fou la durada de 1’oclusio.
Per tal d’evitar la disminucio de pneumacits tipus Il i de produccio de surfactant que es va

112 65 van assajar oclusions de menor durada (2

demostrar que causava I’OT de llarga durada,
setmanes) que, sense aconseguir augments de volum tant notables, preservaven la funcid
d’intercanvi gasés, milloraven la compliancia del pulmé i reduien la HTP.'® Aquest

75



Introduccio

concepte també¢ ha estat traslladat a ’escenari d’OT en humans.

Aixi doncs, si la historia de la terapia fetal de ’HDC deu a algun model experimental el lloc

on es troba, aquest és sens dubte, el model quirdrgic en ovella.

2.2.3.2. MODEL QUIRURGIC EN CONILL

L’antecedent d’aquest model és 1’utilitzat per a 1’estudi de la hipoplasia pulmonar per
oligoamni en fetus de conill amb 1’Gs de shunts amnioperitoneals. S’observa una disminucid
del pes del pulmé i de la raé respecte al pes del fetus, aixi com una disminucié de

I’expressio de les apoproteines del surfactant que sintetitzen els pneumocits tipus 11.%2

Als anys 90 es va descriure el primer model quirtrgic d’HDC en conill que demostra ser
superposable al model ovi en la reproduccié d’hipoplasia pulmonar. La variable estudiada va
ser el recompte alveolar radial.*®’

El grup que més ha desenvolupat aquest model és el del Dr. Jan Deprest a Lovaina. Aquest
¢s el model que hem utilitzat en el nostre estudi. Consisteix en la creacié dun defecte
diafragmatic esquerre al fetus el dia 23 de gestacio (terme 31 dies), que es correspon a la
fase pseudoglandular del desenvolupament pulmonar (Fig. 15), i els fetus s’extrauen el dia
30 per cesaria. Aviat van poder demostrar en aquest model la hipoplasia pulmonar i, tambg,
que els efectes sobre el desenvolupament del pulmé no eren deguts al fet quirdrgic de la
toracotomia (els fetus del grup sham tenien pulmons tan desenvolupats com els fetus control

sans).’* 1% Per aix0 van deixar de fer grups sham en els segiients estudis.#31°8168

Entre les variables que han estudiat prenatalment (entre els dies 25-29 de gestacié) trobem el
pes pulmonar, el pes fetal i la rad entre ambdds pesos. En la morfometria bronquioalveolar
recullen: densitat bronquiolar terminal, interceptacié lineal (mesura de la mida dels alveols),
gruix dels septes i densitat dels pneumocits tipus Il (immunofluorescéncia amb anticossos
anti-SP-A). Les analisis demostren un retard del creixement i de la maduracié dels pulmons

del grup amb HDC ja identificable abans del terme de la gestaci6.>*

Pel que fa a la morfometria vascular, seleccionen 50 vasos periferics menors de 100 micres
(els <60 micres corresponen al nivell intraacinar i els >60 i <100 al nivell preacinar) per ser

els que contribueixen més a les resistencies vasculars pulmonars. N’extrauen les variables:
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diametre extern, diametre intern i gruix proporcional de la capa muscular. Aquesta darrera
variable elimina els possibles biaixos deguts a vasoconstricci6 i vasodilatacio.** 1>

Els diametres intern (DI) i extern (DA) del vas son menors que als controls i el gruix
proporcional del vas (GPA) és major que als controls. Aquests estudis s’han demostrat
superposables al model ovi pel que fa a les alteracions de la vascularitzacié pulmonar
associades a ’'HDC. També s’ha comprovat que fent la cesaria a partir del dia 27 es troben

majors diferéncies amb els controls que si es fa préviament.'*®

El model quirdrgic de conill també ha estat utilitzat des del punt de vista terapéutic.
L’oclusi6 traqueal causa un aprimament de la vascularitzacié pulmonar periférica i per tant

1% També s’ha estudiat I’efecte de 1’administracio

redueix les resisténcies pulmonars.
prenatal de betametasona a la mare, que no augmenta la mida del pulmé pero incrementa la
vascularitzacié intraacinar i en disminueix el gruix vascular. La combinacié de
I’administracido de betametasona amb 1’oclusié traqueal n’augmenta aquest efecte
beneficiés.*®

Altres terapies experimentades per a induir el creixement i la maduracié pulmonar, han estat
I’administracié intraamnidtica de surfactant i dexametasona, amb resultats positius pel que

fa a la disminucié del glicogen i la col-lagena pulmonars que augmenten per I’HDC,** perd

sense una repercussio demostrada en la funcio pulmonar postnatal.

Els principals avantatges del model en conill respecte al model ovi son el seu temps
gestacional més curt, disponibilitat tot I’any, major nombre de fetus per gestacio, menor
necessitat d’infraestructura i personal per a la seva cura i realitzacio dels procediments, i
menor cost.™>* Respecte als models murins el principal avantatge del conill és la major mida
del fetus, que permet una cirurgia més comoda tot i requerir més infraestructura i personal. |,
sobretot, permet 1’as d’instruments i eines que dificilment es poden fer servir en animals de

menor mida (p.ex. ecograf, instrumental no microquirurgic, etc).
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3. HIPOTESI | OBJECTIUS

3.1. HIPOTESI

El model quirargic d’hérnia diafragmatica en fetus de conill reprodueix la insuficiencia
respiratoria neonatal, la hipoplasia i la hipertensio pulmonar i, per tant, és semblant a ’'HDC

que presenten els pacients humans.

Aquest model d’HDC provoca un retard en el desenvolupament i la maduracié pulmonar,
que pot ser avaluat a partir de diferents parametres: hemodinamics del flux vascular
pulmonar, histopatologics dels arbres respiratori i arterial, histoquimics dels factors de
creixement que son claus en cada etapa del desenvolupament, i funcionals de la oxigenacio

neonatal.

El retard del desenvolupament bronquioalveolar i vascular és harmonic, per la qual cosa
existeix una correlacio entre els parametres hemodinamics, histopatologics, histoquimics i

funcionals de la hipoplasia pulmonar.

3.2. OBJECTIUS

1-Validar un model d’hérnia diafragmatica quirtrgica en fetus de conill que reprodueixi les

caracteristiques de la hipoplasia i la hipertensié pulmonar dels pacients humans amb HDC.

2-Avaluar hemodinamicament la circulacié pulmonar fetal mitjancant eco-doppler en aquest

model animal.

3-Caracteritzar les relacions entre diferents aspectes de la hipoplasia pulmonar mitjangant:

e Parametres de vascularitzacio arterial pulmonar, tant dinamics com histopatologics
e Parametres de desenvolupament pulmonar, tant histopatologics com histoquimics

e Parametres clinics de benestar i oxigenacio neonatal
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4. MATERIAL | METODE

4.1. MATERIAL

4.1.1. SUBJECTES D’ESTUDI

Per a aquest estudi experimental hem utilitzat fetus de conill neozelandeés blanc. Les

conilles prenyades de 19-20 dies de gestacio foren subministrades per una granja

cunicultora especialitzada.

Les principals caracteristiques de la gestacio d’aquesta especie son:

Alt index de fertilitat

Gestacio multiple (4-12 fetus) en un Uter bicorne

Temps de gestacio curt (31dies) i molt constant

Gestacid estable, amb baixa resposta dinamica de ['iter a [’agressio

quirdrgica.

Tres o quatre dies abans de la intervencio, les conilles gestants es traslladen al nostre

centre per tal d’aclimatar-les abans del procediment quirtdrgic. Romanen durant

aquest temps en condicions estandard de temperatura i llum en gabies individuals

amb acces lliure a pinso i aigua.

El nombre total de conilles gestants utilitzades ha estat de 40, i el de fetus ha estat de

133.

4.1.2. GRUPS D’ESTUDI

S’han dividit en dos grups de fetus:

e Heérnia Diafragmatica (HD): Es tracta de fetus als quals els creem una HD esquerra

quirargicament. SOn 1’objecte del present estudi i constitueixen el grup problema.

e Control (C): Son fetus sans, germans de la mateixa conillada que el grup HD, als

quals no se’ls realitza cap procediment quirdrgic.
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4.1.3. CRITERIS D’INCLUSIO 1 EXCLUSIO

e S’han inclos tots els fetus als quals s’ha realitzat tot el protocol quirtrgic assignat al

seu grup i que eren vius en el moment d’obtenir-los mitjancant cesaria.

e S’han exclos els fetus morts abans de recollir-los (morts fetals o prenatals), i els que
no presentaven herniacié de les visceres abdominals cap al torax a través de ’orifici

creat.

4.1.4. INFRAESTRUCTURA | PERSONAL

El procediment quirargic i les determinacions cliniques s’han realitzat al quirofan
experimental de I’estabulari de la Universitat de Barcelona a I’Edifici Docent de
I’Hospital de Sant Joan de Déu pels cinc membres de 1’equip investigador. En cada
procediment quirdrgic, almenys tres membres han estat necessaris simultaniament.

Les determinacions hemodinamiques les ha realitzat un col-laborador del Grup de
Recerca Fetal i Perinatal del Departament de Medicina Maternal-Fetal de 1’Hospital
Clinic-IDIBAPS al mateix quirofan experimental.

L’emmagatzematge i processat de les mostres de laboratori s’ha realitzat al laboratori del
Servei d’Anatomia Patologica de I’Hospital Clinic per personal del propi Servei.

L’estudi histopatologic s’ha realitzat als laboratoris dels Serveis d’Anatomia Patologica
dels Hospitals Clinic i Sant Joan de Déu per tres membres de 1’equip investigador.
L’estudi immunohistoquimic s’ha realitzat al laboratori del Servei d’Anatomia

Patologica de I’Hospital Clinic, per membres d’aquest Servei.

4.2. METODE

4.2.1. DISSENY EXPERIMENTAL

Estudi experimental sobre els efectes de ’HDC en un model animal en fetus de conill. El
model reprodueix quirirgicament una malformacid congenita, I’hérnia diafragmatica, que

tindra com a conseqiiencia la hipoplasia del pulmo ipsilateral. Es compara un grup d’animals
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amb hérnia diafragmatica amb un grup de controls sans respecte a diferents variables
d’estudi. El projecte va ser aprovat pel Comité Etic d’Experimentacié Animal.
El procediment quirdargic emprat per al model d’HD en fetus de conill és el publicat pel grup
del Dr. Deprest a Lovaina.'**
4.2.2. METODOLOGIA
4.2.2.1. PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

4.2.2.1.1. Primer procediment

En el 23¢ dia de gestacio (equivalent al segon trimestre d’una gestacio humana), tres

membres de I’equip de cirurgia experimental realitzen la intervencid quirtrgica.

Figura 16. Conilla gestant neozelandesa blanca i quirofan experimental amb 1’equip investigador.

e Anestésia:

S’inicia la inducci6 anestésica amb 1’administracid6 de Ketamina (20mg/kg) i
Clorpromazina (2,5mg/kg) via intramuscular. Igualment s’administra una dosi
profilactica d’antibiotic (Cefazolina a 50mg/kg), un inhibidor de la dinamica uterina
(Depoprogesterona a 6ug/kg) i una dosi analgesica de carrega de Meloxicam (1mg/kg).
Quan la conilla perd el to, es procedeix a rasurar 1’abdomen, es col-loca sobre la taula

d’operacions i es canalitza un accés venoés a 1’orella.
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L’anestésia de manteniment durant el procediment s’administra via inhalatoria amb
Isofluorane (al 2,5% amb un flux d’O;, d’1 litre/minut) i I’analgésia, via endovenosa,

amb Fentanil en bolus segons necessitats (0,005mg/kg).

e Laparotomia materna:

En condicions estérils, es realitza una laparotomia mitjana. S’identifiquen les dues banyes
uterines (I’ater de la conilla és bicorne) que poden contenir un nombre variable de fetus
disposats en linia a cada banya (habitualment de 3 a 5 a cadascuna). S’exterioritza una de les
banyes i es prenen les mesures hemodinamiques prequirdrgiques dels fetus seleccionats amb
un transductor lineal de 13 MHz aplicat a la paret uterina i connectat a I’aparell d’ultrasons

(Sonoline Antares. Siemens Medical Systems, Malvern, PA. USA). Escollim el primer fetus

per intervenir, que sera el de 1I’extrem ovaric.

Figura 17. Exterioritzacié de les banyes uterines i mesura de les variables hemodinamiques amb ecografia

transuterina.

e Histerotomia:
S’identifica préviament per palpacio de I’uter la localitzacio del cap 1 coll del fetus (per tal
que sigui aquesta zona la que se’ns presenti rapidament després de la histerotomia), i la
placenta (per tal d’evitar lesionar els vasos placentaris). Es practica una histerotomia
transversa (1,5-2cm) evitant seccionar els vasos uterins que s’observen a la superficie. Es
fixa la membrana amnidtica als marges de la histerotomia amb tres o quatre punts permetent

aix0 un tancament més estanc de la cavitat amniotica en finalitzar el procediment.
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Figura 18. Localitzacié del cap i coll del fetus, histerotomia transversa i sutura de les membranes amniotiques

a la paret uterina.

e Toracotomia fetal:

S’exterioritza amb cura el cap, el coll, ’extremitat superior esquerra i la major part del torax
del fetus. La part exposada es manté humida amb irrigacié amb sérum fisiologic tebi durant
tot el procediment. En tot moment s’evita 1’exterioritzacié completa del fetus que provocaria
un despreniment placentari per la falta de distensio del segment uteri que ha quedat buit, i la

mort fetal.

Figura 19. Exterioritzaci6 del cap, el torax i I’extremitat superior esquerra.

Es practica una toracotomia esquerra baixa que permet un accés directe al diafragma
disminuint la possibilitat de lesio al pulmd. S’identifica la linia d’uni6 entre el centre freénic

(part tendinosa) i la periféria muscular diafragmatica. Sobre ella es fa una incisié amplia per
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tal d’aconseguir una bona herniacio, traccionant el diafragma amb una pinga. Aquest és un
punt delicat de la cirurgia atés que si es lesiona la capsula hepatica subjacent, la mort del
fetus és gairebé segura. Sense esperar que el contingut abdominal ascendeixi al torax per
I’orifici creat, es tanca la toracotomia en un sol pla amb un o dos punts simples
irreabsorbibles de 6/0. El fetus es reintrodueix a la cavitat amniotica i es tanca la
histerotomia junt amb les membranes amniotiques amb una sutura continua entrellacada de
seda 4/0. Abans de finalitzar la sutura fem una amnioinfusié amb serum fisiologic tebi,

restaurant el to del sac amniotic.

Figura 20. Toracotomia, exposicio del diafragma i apertura del mateix amb una pinga.

Realitzem aquest procediment en tres o quatre fetus germans, comencant pels extrems i
deixant fetus sans intercalats entre els operats. La laparotomia es tanca en dos plans amb
sengles sutures continues.

Acabada la intervencio la conilla es deixa reposar a la seva caixa de transport i en
verifiquem la recuperacié de la consciéncia, del to muscular i I’abséncia d’estrés abans de
traslladar-la a la seva gabia. L’endema de la intervencid, la conilla rep una altra dosi de

Meloxicam.

4.2.2.1.2. Segon procediment

Seguint el mateix protocol que en el primer procediment, el dia 28 de la gestacio tres
membres de I’equip realitzen el segon procediment. Inicialment es valora la supervivencia

dels fetus intervinguts mitjangant una ecografia transabdominal. Si cap d’ells ha sobreviscut
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es procedeix a sacrificar la mare amb sobredosi de pentotal intraven6s. En cas d’observar
fetus vius amb hérnia diafragmatica es practica una laparotomia mitjana iterativa. Es prenen
mesures hemodinamiques amb ecografia-doppler sobre la paret uterina, del fetus operat i del
control corresponent.

D’entre els fetus viables la meitat son sotmesos a una segona cirurgia fetal que consisteix en
realitzar una oclusio traqueal extrinseca mitjancant una lligadura. Aquests individus sén

I’objecte d’estudi d’una altra tesi doctoral dins la mateixa linia d’investigacio.

4.2.2.1.3. Tercer procediment

Amb el mateix protocol prequirdrgic i quirargic que en els anteriors procediments, el dia 30
de la gestacié (a terme 31 dies), es prenen novament mesures hemodinamiques amb
ecografia-doppler de tots els subjectes (controls sans i fetus sotmesos a hérnia
diafragmatica).

A continuacid s’extrauen tots els fetus i es sacrifica la mare mitjangant seccié de la vena

cava inferior.

4.2.2.2. RECOLLIDA DE MOSTRES

Tots els fetus son pesats. Es registra 1’aparencga, color i mobilitat per a constatar la seva
supervivencia en el moment de 1’extraccio. Es situen sota una font de calor i d’oxigen i es
mesura la saturacié d’O, (Sa0,) i la freqiiencia cardiaca amb un pulsioximetre (Nellcor N-
595) situat al voltant del coll. Aquesta mesura es repeteix als 5, 20, 40 i 60 minuts. Els fetus

que no han mort espontaniament es sacrifiquen a 1’hora de vida amb una sobredosi de

pentotal intraperitoneal.

Figura 21. Aspecte del fetus postextraccié, amb la toracotomia suturada. Es col-loquen els fetus nounats sota

una font de calor i oxigen, i es realitza la pulsioximetria.
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Es practica una esternolaparotomia mitjana amb extensié subcostal bilateral. Es registren
quines visceres s’han herniat cap al torax, en quina mesura i ’aspecte del pulmo.

S’extrauen els dos pulmons separadament 1 es pesen. S’introdueixen en tubs d’Eppendorf i
es congelen per immersié en nitrogen liquid. Les mostres es conserven a -70°C

posteriorment.

Figura 22. Esquerra: Orifici diafragmatic amb lobul hepatic esquerre herniat. Dreta: Esternolaparotomia

mitjana visualitzant el contingut abdominal i toracic. S’observa un pulmé esquerre d’aspecte hipoplastic.

4.2.2.3. VARIABLES D’ESTUDI

HEMODINAMIQUES:
e De resistencies pulmonars:
o Index de pulsatilitat (PI).
o Pic maxim de flux revers diastolic (PEDRF).
o Velocitat sistolica maxima (PSV).
e De perfusié pulmonar:

o Fraccio sanguinia en moviment (FMBV).

CLINIQUES
e De benestar fetal
o Oxigenacid neonatal (Sa0,)
o Freqiéncia cardiaca (FC)
e Mortalitat neonatal
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HISTOPATOLOGIQUES
e Generals
o Rao pes pulmonar/pes fetal (PP/PF)
e Morfometriques:
o Bronquioloalveolars: Recompte alveolar radial (RAC)

o Atrteriolars pulmonars: Gruix de la paret arteriolar (GPA).

IMMUNOHISTOQUIMIQUES
e Determinacié de VEGF, CD44v6, TTF1 i TGF-3p

4.2.2.4. MESURA DE LES VARIABLES

4.2.2.4.1. Estudis hemodinamics

Es realitza a I’inici de cadascun dels tres procediments (dies 23, 28 i 30 de gestacid) per un
obstetra, col-laborador de 1’equip investigador, expert en ecografia fetal. Mitjancant un
ecograf-doppler pulsat d’alta resolucié (Sonoline Antares. Siemens Medical Systems,
Malvern, PA. USA), en la visi6 transversa de les quatre cambres cardiaques, s’identifica
’arteria intrapulmonar contralateral a ’HDC del fetus 1 es mesura ’ona de pols.

Les mesures hemodinamiques pulmonars es prenen, com en la practica clinica, en I’artéria
contralateral per la dificultat de visualitzar la del pulmé ipsilateral, atesa la seva mida petita,
desplacada 1 comprimida per I’HDC. Per aquest motiu també¢ s’ha realitzat aixi en el nostre
model.

Es registren els seglents indexs fluxometrics a partir de tres 0 més ones de pols amb un
angle d’isonaci6 proper a 0° i amb un filtre de 70 Hz per evitar artefactes, amb el software

d’analisi MATLAB 7.5 (TheMathWorks,Natick, MA. USA) que incorpora 1’equip:

e Index de pulsatilitat de I’artéria pulmonar (PI: Pulsatility index)

e Pic maxim de flux revers diastolic (PEDRF: Peak of early diastolic reversed flow)

e Velocitat sistolica maxima del flux vascular (PSV: Peak of maximum systolic speed

flow)

e Fracci6 sanguinia en moviment (FMBV: Fractional moving blood volume)
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Figura 23. Esquerra: Doppler pulsat sobre I’artéria intrapulmonar. Dreta: Tragat de I’ona de pols amb els indexs

analitzats: PSV (velocitat sistolica maxima); P1 (index de pulsatilitat); PEDRF (pic maxim de flux revers diastolic).*®

Figura 24. Esquerra: Power-doppler de I’area d’interés (linia blava) on s’estima la perfusié pulmonar amb la FMBV

(fracci6 sanguinia en moviment). Dreta: Imatge del pulmo i del cor en la visio estandard de les quatre cambres

cardfaques.*®®

4.2.2.4.2. Estudis clinics neonatals

Es registra la reactivitat (molt reactiu; poc reactiu; arreactiu), la mobilitat (moviments
vigorosos; moviments debils; immaobil), el color (rosat, blavds, gris) per a constatar la seva
supervivencia en el moment de I’extraccio. Es situen els fetus immediatament sota una font

de calor i d’oxigen i es mesura la saturacio d’O, i la fregiéncia cardiaca amb un

pulsioximetre (Nellcor N-595) situat al voltant del coll. Aquesta mesura es repeteix als 5, 20,
40 i 60 minuts.
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4.2.2.4.3. Estudis histopatologics

4.2.2.4.3.1.Generals

Es registren els pesos d’ambdds pulmons de cada fetus i es calcula la variable Pes

pulmonar/pes fetal (PP/PF).

Els pulmons esquerres congelats es tallen per I’hil de forma que el tall mostri la major
superficie d’ambdos 10buls (superior i inferior). De cada pulmé es realitzen seccions que son
fixades i tenyides amb hematoxilina/eosina. Les preparacions s’examinen amb un
microscopi optic (40x-60x). La determinacid de les dades morfométriques es realitza per tres

observadors prenent les mostres de forma aleatoria.

4.2.2.4.3.2. Morfometria bronquioloalveolar

e Recompte alveolar radial (RAC Radial alveolar count):

Es un index numéric de la quantitat d’alvéols de cada lobulet respiratori. Es un indicador del
grau d’hipoplasia pulmonar.

En cada preparacid, es localitzen almenys deu bronquiols respiratoris. Des del punt de
transicio de I’epiteli cilindric al respiratori en cadascun d’ells, es traca la linia més curta fins
al septe interlobular més proper (aquest es correspon a la vena interlobular o la superficie
pleural més proximes). Es compta el nombre de septes alveolars que travessa aquesta linia.
Si la linia passa per la paret entre dos alveols, se’n compta només un. Si un recompte
d’alveols és superior a vint, cal assumir que no s’esta prenent el septe d’aquest lobulet i es
rebutja la mesura. De cada preparacié s’ha realitzat la mitjana aritmética de tots els RAC

mesurats (minim deu recomptes).
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Figura 25. Morfometria bronquioloalveolar. Recompte alveolar radial. Linia des del limit del
bronquiol respiratori fins al punt més proper de la pleura visceral. Fletxa vermella senyalant el canvi
d’epiteli. E1 RAC és cinc.

- ! -
Figura 26. Morfometria bronquioloalveolar. Recompte alveolar radial. Linia fins el septe interlobular

més proper (es correspon amb la vena interlobar en aquest cas: fletxa vermella). EI RAC és quatre.

4.2.2.4.3.3. Morfometria arteriolar pulmonar

En cada preparacio, es mesuren almenys 50 arterioles menors de 150pum de diametre. Es
recullen les seguients mesures:

e Diametre extern (DE)

e Diametre intern (DI)

92



Material i Métode

Amb aquests indexs es calcula la variable:

e Gruix de la paret arteriolar (GPA) = (DE-DI)/DE x 100

En aquelles arterioles que tinguin una seccio esbiaixada es pren el diametre menor. En cas
que el diametre major sigui més del doble del menor es rebutja I’arteriola.

De cada preparacio es realitza la mitjana aritmética de tots els GPA.

=

Figura 27. Morfometria arteriolar pulmonar. Mesura dels diametres externs de dues arterioles, prenent el

diametre menor i de forma perpendicular a la paret fins al limit de la muscular amb 1’adventicia. (60x)
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Figura 28. Morfometria arteriolar pulmonar. Mesura dels diametres intern i extern d’una arteriola en el mateix

punt (apareixen superposades ambdues mesures). (60X)
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4.2.2.4.4. Estudis immunohistoquimics

Han estat realitzats per patolegs experts del Departament d’Anatomia Patologica de
I’Hospital Clinic de Barcelona. S’han fet estudis immunohistoquimics per a determinar
I’expressio d’alguns factors de creixement representatius de cada fase del desenvolupament
embriologic pulmonar (vegeu la Taula 2 de 1’apartat 2.1.3.2. Embriologia Pulmonar). Si bé
inicialment preteniem estudiar FGF-10, TTF-1, TGF-3, VEGF i PDGF-A, degut a la manca
de sets comercials d’anticossos per a diferents factors de creixement de conill 1 a ’escassa
reactivitat creuada d’un bon nombre d’anticossos anti-rata o anti-ratoli respecte a antigens de
conill, finalment només s’ha pogut realitzar algun estudi del VEGF, CD44v6 (proteina
relacionada amb I’organogenesi), TTFl1 1 TGF-3B. S’han fet tant estudis

immunohistoquimics com Western blot.

e Estudi immunohistoquimic (IHQ):

Els pulmons dels dos grups son fixats en una soluci6é d’etanol (95%) i acid acétic
(1%). Les mostres son incloses en parafina i es preparen talls de 3 um de gruix.
Després del desenvolupament de color enzimatic, els talls son tenyits amb
hematoxilina i visualitzats al microscopi. Les seccions de pulmé es monten sobre
portaobjectes tractats amb poli-L-lisina. Després d’hidratacié en concentracions
decreixents d’etanol, s’exposen els epitops 1 es bloqueja 1’activitat peroxidasa
endogena amb incubacié de les seccions en peroxid d’hidrogen al 1%. S’incuben les
seccions amb 1’anticos primari (aquell que s’adreca a la proteina objecte d’estudi, p.
ex. TTF-1) durant tota la nit a 4°C. Després de rentar amb PBS (solucié tamponada
amb fosfat) 1 aplicar I’anticOs secundari marcat amb biotina (aquell que reconeix la
part no especifica de 1’anticos primari), s’amplifica el senyal i es revela la reaccio.
D’aquesta manera s’han analitzat TTF-1, TGF-B3, CD44v6 i VEGF.

e Estudi Western blot (Wb)
S’homogenitzen les mostres de pulmo i es col-loquen en les matrius d’electroforesi
(de gel de poliacrilamida dodecil sulfat sodic: SDS-PAGE) que permetran separar les
proteines pel seu pes molecular o el seu punt isoelectric. Un cop completada
I’electroforesi, es col-loca sobre una membrana de nitrocel-lulosa 1 s’hi afegeix el

primer anticos, se’n renta 1’excés i s’hi afegeix el segon. Aquest segon anticos, que

94



Material i Métode

reacciona amb el primer, va lligat a un fluorofor (enzim fluorescent en exposar-lo a
la Ilum). Aixi s’obtenen imatges de luminesceéncia que son fotografides i analitzades
amb el programa ImageJ 1.45s (Waine Rasband National Institutes of Health, USA).
Aquest software mesura la densitat integrada de senyal dels pixels corresponents a
cada banda d’electroforesi. Es repeteix la mesura 5 cops i se n’obté la mitjana. El
valor maxim de densitat integrada de cada matriu s’ha usat com a referéncia (100%)
per a les altres bandes, donant com a resultat un percentatge proporcional de densitat

integrada. D’aquesta forma s’ha analitzat el TGF-33.

4.2.2.5. CRITERIS D’EXCLUSIO DE LES MOSTRES

S’han exclos del present estudi les mostres segons el segiients criteris:

¢ Mostra mal identificada

e Mostres artefactades (si fan impossible la morfometria).

4.2.2.6. ANALISI ESTADISTICA

A partir de les variables obtingudes de la recollida de dades hem realitzat 1’analisi
corresponent amb el paquet estadistic Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
16.0; SPSS Inc., Chicago, IL. USA) i Excel 2007.

e S’han avaluat estadisticament les diferencies entre les variables dels grups control
(C) i hérnia diafragmatica (HD)

e S’han avaluat qualitativament de forma individual aquells casos dels quals
disposavem de totes les variables

e S’ha avaluat 1’associacié entre les variables hemodinamiques, histologiques i

immunohistoquimiques en cadascun dels grups
S’han utilitzat tests tant paramétrics (t de Student) com no parameétrics (U de Mann-

Whitney) per a la comparacio de mitjanes de les variables quantitatives i la r de Pearson per

a les correlacions. S ha acceptat com a significativa la probabilitat p<0,05.
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5. RESULTATS

5.1. RENDIMENT

Es van intervenir 40 conilles gestants, de les quals 38 van superar tot el procediment. A un
total de 133 fetus se’ls practica una hérnia diafragmatica el dia 23 de gestacid (primer
procediment). D’aquests, 36 van sobreviure fins al dia 28 (2n procediment), 13 dels quals
van ser estudiats hemodinamicament en algun moment de la gestacié (dies 28 o 30). La
mortalitat global va ser del 81%. Es van obtenir nou nounats vius amb HD i tots ells foren
estudiats histopatologicament. En tots els casos es van registrar dades de vitalitat neonatal.
En tres es van registrar dades d’oxigenaci6 i/o freqiiéncia cardiaca. La resta, 0 bé estaven

agonics o eren massa petits pels registres, i el pulsioximetre no captava ona de pols.

40 conilles

(2 mortes per depressio
respiratoria)

133 HD (D23)

{ 36 (D28)27% | J 97 Morts 73% ’

{ 25 A terme (D30) 19% ’J 11 Morts 81% ’
|

{ 19 valids 14% ’ J 6 no valids 86% ’

[ : ]
{ 9 HD ’{ 10 OT

Figura 29. Evoluci6 dels fetus intervinguts quirdrgicament. HD: hérnia diafragmatica; OT: oclusié traqueal.

Xifres de les caselles: nombre absolut de casos per grup; (D dia del procediment); percentatge acumulat.

97



Resultats

Incloent el recompte final dels dos grups, en 20 controls (C) i en 13 casos del grup d’hérnia
diafragmatica (HD) s’ha realitzat I’estudi hemodinamic. L’estudi clinic complet s’ha pogut
realitzar a 3 HD 1 a 8 controls germans. El nombre de casos valids per a I’estudi

histopatologic ha estat 9 dins el grup d’HD i 17 dins el grup C.

A continuacié es presenta en forma de taula el resum dels estadistics de les variables:
mitjana ( ), desviacio estandard (e) i rang (R); i els diagrames de caixes corresponents a la
comparacio entre els grups hérnia diafragmatica (HD) i control (C), per a les variables en

qué s’han trobat diferéncies significatives.

5.2. ESTUDI HEMODINAMIC

S’han analitzat les variables fluxométriques de 13 fetus del grup HD i 20 del grup C. Per a
les correlacions entre aquestes variables i les dels estudis histopatologic i clinic, perd, només
hem inclos 3HD i 5C que son els que s”han pogut avaluar i identificar el dia 30 de gestacio.

Els resultats de l’analisi de les resisténcies vasculars pulmonars inclouen 1’index de
pulsatilitat (PI), el pic maxim de flux revers diastolic (PEDRF) i la velocitat sistolica
maxima de flux vascular (PSV). El resultat de 1’analisi de la perfusié pulmonar el representa

la fracci6 sanguinia en moviment (FMBV).

5.2.1. INDICADORS DE RESISTENCIA PULMONAR

5.2.1.1. INDEX DE PULSATILITAT (PI)

El PI és significativament major en el grup HD respecte al grup C.

Pl C HD U Mann-Whitney
5,22 8,08 p 0,0001

G 1,07 2,90
4,18 10,85
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Figura 30. Diagrama de caixes de la variable PI
5.2.1.2. PIC MAXIM DE FLUX REVERS DISTOLIC (PERDF)
Les comparacions dels valors de PEDRF entre els dos grups no han demostrat diferéncies
significatives.

5.2.1.3. VELOCITAT SISTOLICA MAXIMA (PSV)

Les comparacions dels valors de PSV entre els dos grups no han demostrat diferéncies

significatives.

5.2.2. INDICADOR DE PERFUSIO PULMONAR

5.2.2.1. FRACCIO SANGUINIA EN MOVIMENT (FMBV)

L’FMBYV és significativament menor el grup HD respecte al C.

FMBV C HD U Mann-Whitney
23,04 14,45 p 0,0001
G 2,10 4,83
R 8,61 16,44
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Figura 31. Diagrama de caixes de la variable FMBV

5.3. ESTUDI CLINIC

5.3.1. EXPLORACIO DE LA VITALITAT NEONATAL

Aquest apartat recull els resultats de mesures subjectives de vitalitat com el color, la
reactivitat i la mobilitat, i altres d’objectives com la mortalitat i les mesures d’oxigenacio i
frequiéncia cardiaca.

Mentre que els casos del grup C presentaven al néixer una coloracio rosada, estaven reactius
i amb moviments vigorosos, vuit dels nou casos (89%) del grup HD presentaven, ja en fer la
cesaria i durant els seglients 60 minuts, una coloracié gris, estaven arreactius i amb
moviments espontanis nuls o molt lents. L’tnic cas del grup HD que estava més actiu, amb
millor coloracié i reactivitat, presentava a la necropsia una herniacid molt escassa de

contingut abdominal al torax per un orifici petit.

5.3.2. OXIGENACIO NEONATAL | FREQUENCIA CARDIACA

Vam recollir els resultats de 8 controls 1 3 casos d’heérnia diafragmatica. La saturacié d’O,
(Sa0,) i la frequiéncia cardiaca (FC) mitjancant pulsioximetria van ser impossibles d’obtenir
en la resta, perque la senyal era indetectable pel compromis hemodinamic sever que

presentaven. Aixi, la majoria dels nounats amb hernia diafragmatica eren moribunds
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immediatament després de la cesaria, i al llarg de la primera hora postnatal no es va
aconseguir cap mesura del pulsioximetre en 6 dels 9 casos d’HD (66%). La segiient taula
representa els resultats obtinguts. La petita mida de la mostra no permet una analisi

estadistica.

Taula 5. Resultats de I’oximetria i freqliéncia cardiaca, junt als valors de la morfometria cas a cas. S’inclouen
a la taula aquests tres casos d’HD (*) perque eren fetus vius, malgrat que només en un es van poder registrar

una dada de saturacié d’O,, i en els altres dos cap de les dades.

Grup |[Sa0; FC LBWR |RAC GPA
HD* 61 - 1,73 2,91 45,46
HD 55 41 1,60 2,83 47,12
HD 100 150 1,65 2,27 38,88
HD* - - 0,76 2,92 48,09
HD* -- - 1,04 3,30 50,00
C 91 -- 2,46 4,08 41,80
C 100 190 2,80 3,67 48,98
C 87 59 2,32 4,58 46,61
C 94 170 2,20 5,46 39,51
C 84 160 - 5,20 45,44
C 74 168 0,99 4,10 36,86
C 90 155 1,87 3,83 44,67
C 96 85 2,09 4,60 49,35

5.3.3. MORTALITAT NEONATAL

La mortalitat neonatal del grup HD en la primera hora va ser del 66% (6/9), mentre que

només va morir un individu del grup C (1/8: 12,5%).

5.4. ESTUDI HISTOPATOLOGIC

S’han estudiat variables generals 1 morfometriques com a indicadors d’hipoplasia pulmonar.
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5.4.1. GENERAL

5.4.1.1. PES FETUS

Resultats

Els pesos dels fetus en néixer no presenten diferéncies estadisticament significatives,

indicant que no hi ha retras de creixement del fetus despreés de la toracotomia.

5.4.1.2. PES PULMO

Pes fetus C HD U Mann-Whitney
39,83 38,88 p 0,7
c 6,94 6,19
24,30 16,30
o Grup

Figura 32. Diagrama de caixes de la variable Pes fetus

Els pesos dels pulmons esquerres (costat de la hérnia diafragmatica) d’ambdds grups

presenten diferencies estadisticament significatives sent menors en el grup de hernia

diafragmatica.
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Pes pulmo C HD U Mann-Whitney
0,38 0,17 p 0,0001
G 0,08 0,06
0,31 0,20

5000+
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T
Control HD

Grup

Figura 33. Diagrama de caixes de la variable Pes pulmd

5.4.1.3. RAO PES PULMO/PES FETUS (LBWR)

Es calcula dividint el pes dels dos pulmons entre el pes corporal (Pes pulmoé/Pes
fetus=LBWR). En comparar aquesta variable confirmem que efectivament hi ha diferencies
entre els dos grups (U de Mann-Whitney p 0,0001), sent menor en el grup HD on aquesta

rad és gairebé la meitat que en el grup C.

LBWR C HD U Mann-Whitney
2,35 1,27 p 0,0001
c 0,38 0,38
1,55 0,97
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Figura 34. Diagrama de caixes de la variable Pes pulmd / Pes fetus

5.4.2. MORFOMETRIA

S’han  analitzat  parametres  morfométrics  indicadors  del  desenvolupament

bronquioloalveolar i de maduracié vascular pulmonar.

5.4.2.1. RECOMPTE ALVEOLAR RADIAL (RAC)

Sobre les mostres dels 17 controls i 9 hernies diafragmatiques s’han recomptat un total de
186 i 92 bronquiols respiratoris respectivament (10 o més en cada mostra).
La comparaci6 d’aquesta variable entre ambdos grups demostra una disminucid

estadisticament significativa del RAC en el grup HD.

RAC C HD t Student
4,70 2,96 p 0,0001
c 2,42 1,56
R 11 8
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Figura 35. Diagrama de caixes de la variable RAC

5.4.2.2. MORFOMETRIA ARTERIOLAR

Sobre els 9 individus amb hérnia diafragmatica i 17 controls, s’han realitzat respectivament

435 i 812 mesures (al voltant de 50 per mostra i individu) de les seglients variables:

1. Diametre intern (DI)
2. Diametre Extern (DE)
3. Gruix de la paret arteriolar (GPA)

A partir de les mesures dels diametres intern (DI) i extern (DE) de la capa muscular de les
arterioles es calcula el gruix d’aquesta capa en percentatge (GPA): (DE-DI)/DE x 100.

Aguestes mesures adopten una distribucié normal amb les grafiques Q-Q, tot i que el test de
Kolmogorov-Smirnov no permetia acceptar la normalitat en totes les mesures dels DI, DE i
GPA. Amb assessorament estadistic expert, s’ha assumit la normalitat i s’han aplicat tests

parametrics en consequéncia.

El resum dels estudis estadistics dels diametres intern i extern es presenta en les seguents

taules:
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DI C HD t Student
15,08 15,32 p 0,073

c 14,50 15,09
119,80 140

DE C HD t Student
26,69 28,93 p 0,79

c 20,66 21,66

R 155,60 198,30

Les mitjanes de les mesures dels grups C i HD s6n homogenies en quant al seu diametre

extern (DE) i llum vascular (DI), amb p=0,073 i p=0,79 respectivament (t Student).

Pel que fa al GPA, trobem una diferéncia significativa (p<0,001; t d’Student) en la

comparacio de mitjanes entre els grups C i HD, amb un valor estimat de 3,85 (IC 95% de

2,44-5,25), demostrant el major gruix arteriolar que presenta el grup HD.

GPA C HD t Student
46,68 50,53 p 0,001
c 12,13 12,04
R 70,54 64,74
%
Corlm'ol HID

Figura 36. Diagrama de caixes de la variable GPA
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Considerant el GPA com un indicador de les resistencies vasculars, si representem aquesta
variable per a cada calibre de vas, i ho comparem entre els dos grups, obtenim la segtient

grafica:

Resisténcies vasculars

60,00
55,00 -
50,00 -
<
A 45,00 \
40,00 === Control
35,00 —#=HD
30,00
OINOoONOoOO O LWL
—H NN <F NN
Vomomoooh
= NN F N
Diametre arteriola (um)

Figura 37. Distribucié de les mesures de GPA (Gruix de paret arteriolar) agrupades segons el calibre de les
arterioles.

Les arterioles d’entre 20-30 micres son les que tenen major GPA, i per tant major resisténcia
al flux de sang, tant en els controls com en el fetus amb HD en el nostre model.
També es troben diferéncies estadisticament significatives comparant el gruix en cada

interval de diametre independentment.

5.5. ESTUDI IMMUNOHISTOQUIMIC

e VEGF
Els anticossos per al VEGF i el CD44v6 (present en els pneumocits tipus Il), provats a
diferents dilucions, no han donat cap resultat valorable. Les mostres han presentat una

positivitat difusa i generalitzada en el primer cas i inespecifica en el segon (fins i tot
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provant-ho amb teixit pulmonar huma). Amb el CD44v6 s’ha utilitzat 1’anticos ab30436
d’Abcam®.

e TTF-1

S’ha determinat I’expressio de TTF-1 en 21 casos (15C i 6 HD) en mostres incloses amb
parafina amb ’anticos anti-TTF-1 de Dako® (clon 8G7G3/1) detectat amb I’anticos
Envison® de Dako®. No s’han trobat diferéncies en I’expressié entre els grups. L expressid
de TTF-1 s’observa en la practica totalitat de les cé¢l-lules alveolars i de les vies aéries,

independentment del grup al qual pertany 1’animal.

e TGF-B3
No s’ha obtingut un resultat especific i mesurable en 1’estudi immunohistoquimic del TGF-
B3. Per aix0, s’ha realitzat també 1’estudi del TGF-B3 amb Western blot. S’ha quantificat
I’expressid en percentatge respecte a la banda amb major luminescencia. Es demostra que el
grup C té una expressié molt major (entre el 82-100%) que el grup HD (entre 6 i 48%).

TGF-B3 “.‘ - »

100% 82% 97% 86% 29% 11% 48% 6%

Figura 38. Western blot de TGF-B3. S’observen les diferéncies de luminescéncia entre les bandes de
I’esquerra (C) i les de la dreta (HD). A la part inferior s’han quantificat aquestes diferéncies en percentatge

respecte a la més luminescent (100%).
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5.6. ESTUDI DE L’ASSOCIACIO ENTRE VARIABLES

S’han analitzat les possibles correlacions entre les variables hemodinamiques (PI, FMBYV),
histopatologiques (Pes pulmo, Pes fetus, LBWR, RAC, DE, DI, GPA) i cliniques (Sa0; i
FC).

Correlacions de les variables hemodinamiques

Per correlacionar les diferents variables hemodinamiques entre si, hem utilitzat totes les
dades fluxomeétriques de que disposavem (13HD i 20C). Per a les correlacions entre aquestes
variables i les dels estudis histopatologic i clinic només hem inclos les 3HD i 5C que s’han

registrat la setmana 30, i per tant coneixem els resta de variables d’aquests casos.

El PI es correlaciona significativament i negativament amb el pes del pulmd i també amb el
LBWR (r=-0,7820; p=0,022 i r=-0,795; p=0,033 respectivament). Per tant, entenent el PI
com un indicador de resistencies pulmonars, com més hipoplastic és el pulmo, majors son

les resisténcies pulmonars.

R? Lineal = 0,611

15,00

12,50

10,00

Pl

7,50

5,00

2,507

T T T T T I
1000 2000 3000 4000 5000 6000

Pespulmo

Figura 39. Correlacié significativa entre Pl i pes pulmé (r=-0,7820; p=0,022)
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R? Lineal = 0,632

15,00

12,50

10,00

Pl

7,509

5,00

2,50

T T T T T
1,0000000 1,5000000 2,0000000 2,5000000 3,0000000
LBWR

Figura 40. Correlacié significativa entre Pl i LBWR (r=-0,795; p=0,033)

Hem trobat també una correlacio estadisticament significativa entre el Pl i el RAC (r=-
0,841; p=0,009). Per tant, la hipoplasia pulmonar mesurada en el lobulet respiratori

mitjangant el RAC també es relaciona amb unes majors resisténcies pulmonars.

R? Lineal = 0,707

15,00

12,50

10,00

Pl

7,50

5,00

2,50

Figura 41. Correlaci6 significativa entre Pl i RAC (r=-0,841; p=0,009).
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L’indicador de perfusio pulmonar FMBYV s’ha correlacionat de forma significativa i negativa
(Correlacié de Pearson r=-0,361 p=0,018) amb el PI, indicant que quant més grans siguin les

resistencies vasculars, menor sera la perfusié pulmonar.

R? Lineal = 0,130
40,00

30,00

20,00

FMBV

10,00

00

I 1 T I
2,50 5,00 750 10,00 1250 15,00
Pl

Figura 42. Correlacio significativa entre FMBV i PI (r=-0,361 p=0,018).

L’FMBYV no s’ha correlacionat de forma significativa amb cap variable dels altres grups.
Tampoc ho han fet el PEDRF i la PSV.

Correlacions de les variables histopatologiques

Hi ha una correlacié estadisticament significativa entre el RAC i el LBWR (r=0,676;
p<0,001).
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R? Lineal = 0,456
700

5,007

5,004

RAC

4,00

3,00

T T T T T T T
,5000000 1,0000000  1,5000000 20000000  2,5000000  3,0000000  3,5000000
LBWR

Figura 43. Correlacié significativa entre RAC i LBWR (r=0,676; p<0,001)

El GPA es correlaciona, tant amb el DI (r=-0,76; p=0,0001) com amb el DE (r=-0,46; p=
0,03) de I’arteriola.

R? Lineal = 0 557
60,00

55,00

50,00

&
45,00
o
40,00
35,00
30,00
T T T T T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
DI

Figura 44. Correlacié significativa entre GPA i DI (r=-0,76; p=0,0001)
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R? Lineal = 0,215
60,00

55,00

50,00

45,00

GPA

40,00

35,00

30,00
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Figura 45. Correlacié significativa entre GPA i DE (r=-0,46; p=0,03)

No hem trobat cap correlacio entre les variables histopatologiques bronquioloalveolars i

arteriolars.
Finalment, hem trobat una correlacio lineal moderada entre els seguients parametres: SaOy i

RAC; Sa0; i GPA; i freqiiéncia cardiaca i LBWR. Cap d’aquestes correlacions no arriba al

nivell d’adquirir significaci6 estadistica.

Correlacio entre Saturacié 02 i RAC

R? Lineal = 0,145
6,00

5,00
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4,00

3,00
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sato2

Figura 46. Correlacié no significativa entre RAC i SaO2 (r=0,380 i p=0,18)
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Figura 47. Correlacié no significativa entre GPA i SaO2 (r=-0,46 i p=0,059)

Correlacio entre la FC i el LBWR
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Figura 48. Correlacié no significativa entre LBWR i FC (r=0,543 i p=0,084)
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6. DISCUSSIO

6.1. DISCUSSIO DEL MATERIAL | DEL METODE

6.1.1. DISCUSSIO DEL MODEL

Els antecedents i el desenvolupament del model quirargic d’HD en fetus de conill es descriu
amb detall a I’apartat 2.2.3.2.

Per aquest estudi hem triat el fetus de conill com a animal d’experimentacié per diferents
motius. Un dels principals pros d’aquest model és el fet que el desenvolupament pulmonar
del conill és comparable al dels humans. * **":**® Com podem observar en la Figura 49, el
desenvolupament pulmonar del conill i ’huma segueix les mateixes etapes, amb la
peculiaritat que la fase pseudoglandular és molt més llarga en el conill arribant fins al 80%
de la gestacio (dia 24-25). Aixo ens permet reproduir I’HD en la mateixa fase en que ho fa

en I’huma perd amb un fetus de mida suficient per poder-lo manipular (dia 23).

% of pestatea D 10 0 30 40 s B 0 ] o L]
] T : g 1 POSTRATL
A
famm—
Alvenlar
L
L —

Saccular

L J
Canalicular L —
L 2
Pszudoglandular & ’
.
Embryonic  S— |
Toelpesiatan D 10 Fil 30 40 51 B 1] Bl ] oo
B Hymans | L1 1 1 1 1 1 1 |
0 = ™ I “ ET ) days
L 1 1 L1 L1l |
[ Rabbd 0 - - - 31 days

Figura 49. Comparacio entre el desenvolupament pulmonar huma i del conill respecte a les seves fases

i ’edat gestacional'®®
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La mida dels fetus facilita, al contrari que altres rosegadors, les intervencions quirurgiques
fetals sense gaire infraestructura (p. ex. no cal microscopi) i I’estudi hemodinamic
mitjancant ecografia, que no és possible en fetus de rata.

Altres avantatges sén que la conilla té un periode de gestacio curt (31 dies) i un preu
assequible. Anatomicament presenta un Uter bicorne allargat amb 8-12 fetus en bosses
amniotiques independents. Aixo permet una manipulacié individualitzada de cada fetus i una

cohort de controls germans per a poder-los comparar.

La llarga experiencia del nostre grup amb aquest animal d’experimentacid, que I’ha utilitzat
de forma habitual des de 1989 (model de fetus extraamniotic, model de gastrosquisi, model
de cicatritzaci6 fetal, model d'espina bifida i model d'obstruccié uretral),™*® 1% ®* fa que
sapiguem que es tracta d’un animal de facil manipulacié i relativament resistent a les

intervencions fetals repetides.

L’ovella ha estat el pricipal animal d’experimentaci6 en models quirtrgics d’HDC per la
seva mida, perd no era una opcid possible per aquest estudi pel seu major cost economic,
major complexitat de la infraestructura necessaria (incloses les estades en granges
especialitzades entre les intervencions), major durada de la gestacid, menor nombre de fetus

per gestacio, etc.

El model quirlrgic té I’avantatge que es limita a crear un defecte en el diafragma, els
possibles efectes col.laterals dels teratogens (p. ex. malformacions cardiaques o hipoplasia
pumonar que poden aparéixer en el model de nitrofén). Per tant, la hipoplasia pulmonar es
produeix de forma secundaria a 1’ocupacié del torax i no de forma primaria per un possible
desenvolupament pulmonar patologic per un teratogen. Com que I’etiopatogenia de la
hipoplasia pulmonar associada a ’HDC continua sent confusa, 1’estudi del pulm6 que ha
esdevingut hipoplastic per un mecanisme purament fisic té 1’avantatge de poder
correlacionar HDC i HP sense un possible biaix degut a la HP primaria.

En canvi, el model quirdrgic podria crear un biaix per la histerotomia i la toracotomia. En
diferents models experimentals en fetus de conill del nostre grup, que avaluaven el pes
pulmonar, s’ha demostrat que la histerotomia i diferents intervencions fetals (diferents de la

toracotomia) per se no I’alteraven.'®® '**
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En el nostre estudi hem utilitzat el model validat descrit pel grup de Lovaina en el qual van
utilitzar controls sham adequats, on s’ha demostrat que 1’efecte de la histerotomia i la
toracotomia sén negligibles. En primer lloc, el potencial efecte la histerotomia sobre el
desenvolupament pulmonar i fetal es produiria tant en els controls com en els casos. En
segon lloc, ’efecte d’una toracotomia sobre un grup sham sense obrir el diafragma, va
demostrar que no produia diferencies en I’estudi dels pulmons del grup sham respecte als
controls sense toracotomia.®* > Aquesta evidéncia junt a I’elevada mortalitat inicial en el
nostre estudi, ens va portar a decidir no utilitzar cap grup sham per tal de no augmentar més

la mortalitat amb una intervencié sobre més fetus controls.

Crear I’HDC de forma tardana en la gestaci6 del conill (en la fase pseudoglandular, que en
el conill es produeix més enlla de la meitat de la gestacid), simula una malformacié d’insult
unic (single-hit). Per contra, les hipotesis de doble insult (dual-hit) que justificarien per una
banda la HP primaria bilateral independentment de la mida del defecte i les malformacions
cardiaques associades, 1 per I’altra, la HP ipsilateral a ’HDC, s’ajustarien millor a models
com el teratogénic amb nitrofén.**? Es per aixd que aquest model és adequat per a estudiar

les conseqiiencies de ’HDC i no pas la causa.

Second hit: interference
fetal breathing movements

First hit: genetic and
environmental factors

Figura 50. Teoria “dual-hit” en la patogénia de la HP de la HDC.'*

El model teratogénic muri amb nitrofén, si bé comprén tot I’espectre de la malformacio i
podria simular la hipotesi de doble insult, té les limitacions de ser un model toxicologic,
etiologia que no ha estat demostrada en humans. A més, la petita mida dels fetus de rata
hauria impossibilitat ’estudi hemodinamic i dificultat la segona fase del nostre estudi:

I’oclusid taqueal.
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6.1.2. DISCUSSIO DE LES VARIABLES D’ESTUDI

El nostre model pretén estudiar les 3 consequéncies fonamentals de la malformacio a partir
de la creacid del defecte diafragmatic: la hipoplasia pulmonar (parametres generals i
morfomeétrics: Pes pulm6, LBWR, RAC), la hipertensio pulmonar (parametres
hemodinamics: Pl i FMBV; i morfométrics: GPA), i la clinica (coloracio, reactivitat, FC i

supervivencia en la primera hora).

Per a la determinacié dels parametres hemodinamics, hem utilitzat 1’ecografia-doppler.
L’efecte doppler consisteix en el canvi aparent de la freqliéncia d’una ona que es produeix
pel moviment relatiu de la font emissora respecte al seu observador. En ecografia,
I’aplicacio d’aquest efecte és el que permet que les variacions de freqlencia dels ultrasons
emesos pel transductor en topar amb sang en moviment (vasos sanguinis) ens informin de
les caracteristiques d’aquest flux de sang: direccié i velocitat.*®* Amb el software adequat es

poden calcular els altres parametres:

El Pl és un parametre que s’obté del registre de 1’ona de pols d’un vas, en el nostre
cas de l’arteria intrapulmonar. Aquesta ona té un tracat caracteristic que es va
descriure fa 15 anys (veure apartat 6.1.7.3.1) i I’index de pulsatilitat que se’n deriva
es relaciona amb les resisténcies vasculars del territori d’irrigaci6 de 1’artéria

analitzada.'®®

L’FMBYV és un parametre que es calcula amb un software matematic (MATLAB 7.5;
TheMathWorks, Natick, MA. USA) a partir d’un transductor d’ultrasons amb
tecnologia power-doppler, que estima de forma quantitativa la proporcié de sang que
té un teixit. S’identifica la denominada “regié d’interés” sobre una imatge ecografica
congelada, calibrant el power-doppler amb una estructura adjacent que tingui un
100% de flux sanguini (en el nostre cas ’artéria pulmonar). Calculant la rad entre els
valors de power-doppler de la regi6 d’interés i els pixels totals obtenim I’FMBV. Es
repeteix la mesura en diferents fases del cicle cardiac i se n’obté la mitjana.®*

L’FMBV no deixa de ser una estimacio indirecta de la perfusié pulmonar. Pero
aquesta tecnica ha demostrat una excel-lent correlacié amb una técnica gold standard
per a I’avaluaci6 de la perfusiéo com és 1’us de microesferes radioactives en un model

de perfusié renal en ovella.®®
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Aquests dos parametres ja han estat utilitzats per altres grups i en altres models. EI grup de
Filadélfia va publicar fa més d’una década que es produia un augment del PI en el seu model
ovi d’HDC, i que loclusié traqueal tendia a revertir-lo.'%°

Nosaltres, en el model de conill, hem publicat ja els resultats hemodinamics del nostre estudi
comparant-los amb el grup d’oclusié traqueal que s’ha realitzat paral-lelament, demostrant
I’augment de PI 1 descens d’FMBYV del grup HD 1 la millora d’aquests parametres després de

1’0T.166

Posteriorment s’ha demostrat la utilitat de ’FMBYV en la practica clinica. En aquest sentit, el
grup europeu en el qual participa I’Hospital Clinic ha publicat recentment resultats
superposables als del model d’ovella i de conill.¥” Seguint el mateix protocol d’obtencid
dels parametres (pulmoé contralateral, artéria intrapulmonar,...), van prendre mesures en 95
fetus humans amb HDC esquerra i van comparar-les amb les de fetus sans d’edat gestacional
similar. Demostren que els pacients amb HDC, efectivament, tenen valors d’FMBV més
baixos que els controls, i es correlacionen positivament amb 1’0/e LHR i negativament amb
el P1. Es a dir, tenen pulmons més petits, amb menor perfusio i majors resisténcies vasculars.
L’estudi d’aquestes dues variables hemodinamiques aporta informacié molt precisa de la
situacié d’HP i HTP, que son els dos problemes més greus dels pacients amb HDC. Aquesta
informacid prenatal es pot relacionar amb la gravetat de la situacié pulmonar (pronostic) i

amb la histologia.

També des del punt de vista pronostic, alguna altra mesura hemodinamica com el PEDRF,
s’ha proposat com a indicador de probabilitat de supervivéncia ateés que es correlaciona de
forma negativa i consistent amb 1’o/e LHR (com hem vist, I’indicador pronostic més utilitzat
actualment).®! EI mateix grup del Clinic ha reportat recentment que el PEDFR i el PI tenen
significacio pronostica respecte a la morbiditat neonatal (major duracié de ventilacio
mecanica, necessitat d’O,, INO i VAFO) en pacients tractats amb oclusio traqueal

fetoscopica.

Tot i la mida adequada dels fetus de conill per a fer un estudi ecografic, a vegades 1’estudi
mitjancant doppler de I’arteria pulmonar per avaluar el PI ha resultat dificultos per la
proximitat amb el cor i per la mida de I’artéria pulmonar. L’estudi de I’FMBV, ates que

analitza una superficie major, resulta mes facilment determinable. A més, el fet de només
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tenir un ecografista capa¢ de fer les determinacions hemodinamiques ha suposat una

limitacio, doncs quan ell no hi era no podiem fer els registres.

A T’espera de millores técniques en 1’ultrasonografia hemodinamica, cal continuar els estudis
en animals i en humans per tal de trobar parametres que permetin una avaluacio prenatal que
es pugui correlacionar amb 1’evoluci6 pre i postnatal de la HP associada a ’'HDC. L’objectiu
continua sent la identificacio prenatal del risc de morbimortalitat neonatal i com a
conseqiiencia el desenvolupament de les terapies fetals en base a aquest pronostic predit, ja
sigui amb un o amb la combinacid de diversos indicadors, que n’augmentin el valor

predicitiu.

Els parametres d’hipoplasia pulmonar i el procediment per a obtenir-los, estan ben
estandarditzats. Des de la seva descripcio, el RAC ha estat un parametre ampliament utilitzat
en els estudis del desenvolupament pulmonar. Es considerat el millor parametre d”HP.%
Una de les dificultats rau en la necessitat de tenir els alvéols desplegats per tal de poder fer
el recompte (RAC). Si estan col-lapsats o bé I’espai alveolar o I’interstici es troba ocupat per
cel-lules inflamatories no resulta factible el recompte. Tot i que s’havia utilitzat 1’expansié
sota pressié del pulmé previa a la fixacié (expansié durant 24 hores amb perfusio de la via

aéria amb formol a 25 cmH,0),'*’

s’ha vist que aquesta maniobra no és necessaria i que pot,
fins i tot, esbiaixar els resultats del RAC.*® 1® Per aixo no I’hem utilitzat, i hem pogut fer
els recomptes en tots els casos encara que practicament no haguessin respirat (morts als pocs
minuts 0 agonics), excepte en 3 casos que presentaven pneumonitis. En segon lloc, la
identificacio dels bronquiols respiratoris resulta senzilla quan la secci6 és longitudinal, pero
no tant quan és transversal. Tot i aixi es van poder fer els 10 RAC per lamineta que ens
haviem proposat, amb la sistematica “d’escombrat” consistent en resseguir arreu tota la
preparacio de forma continua amb el microscopi. El fet de prendre 10 determinacions és
I’estandard acceptat arbitrariament, des de la seva descripcio, com a suficient per a
minimitzar el marge d’error.*® La perpendicular amb que hem comptat els envans alveolars

del recompte es dibuixava segons el criteri coincident de dos membres de I’equip, i la revisio

posterior de les fotografies obtingudes de cada mesura per un patoleg expert.

L’analisi de les variables de morfometria arterial t&¢ molt d’interés, perqué les anomalies
arteriolars son el substrat histopatologic que condiciona la temuda HTP, una de les

principals causes de mortalitat en la HDC. En I’intent de disminuir al maxim el marge
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d’error de les mesures, s’han estudiat 50 arterioles per mostra (50 arterioles x 2 diametres a
cada arteriola = 100 mesures), resultant un total de 435 arterioles en el grup HD i 812 en el
grup C. Aquest gran nombre de mesures en una mostra petita, requereix una sistematica
acurada, per a resseguir tota la superficie de la lamina sense repetir la mesura d’una mateixa
arteriola. Aquest procés requereix molt de temps i concentracid per a I’estudi de cada
mostra. Mentre que en les arterioles de major calibre els limits de la capa muscular sén ben
definibles i per tant poc variables interobservadors, les de menor calibre tenen diferéncies
notables segons si la mesura es pren a 1’alcada del nucli o fora d’aquest. Aquesta possible
diferéncia en les mesures 1’hem homogeneitzat prenent la mesura enmig del nucli de la
cel-lula. El fet d’emprar una tincié d’hematoxilina-eosina i no una tincié especifica per al
mauscul llis (p.ex. tincio de les fibres elastiques amb orceina i amb tincié de Verhoeff) fa que
les arterioles més petites siguin dificils d’identificar i per tant predominin les mesures de les
de calibre mitja. A la Figura 51 veiem que tenim mesures de tot el rang de diametre entre 10
i 100um, pero les de petit calibre estan menys representades (quan haurien de ser més per la

ramificacio).

Distribucid proporcional de les
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Figura 51. Distribuci6é proporcional de les mesures de morfometria arteriolar segons el calibre del

vas. La major proporcid d’arterioles mesurades correspon als calibres entre 15 1 25um.

121



Discussio

El fet que per sota de 10um caigui el nombre d’arterioles mesurades, es pot deure al fet que
no les veiem (per col-lapse de la llum), o les rebutgem per dubtar de si son venes o artéries
(per I’escassa muscularitzacid). En tot cas, no hi ha diferéncies en les proporcions de gruix
entre els grups, el procediment ha estat el mateix en els dos grups i el fet de primar les
mesures de les arterioles més muscularitzades tindria major traduccié clinica atés que son les

principals responsables de les resisténcies pulmonars.

Pel que fa a I’estudi clinic, les variables analitzades corresponen aproximadament al test
d’Apgar que s’utilitza per I’avaluacié neonatal en la practica clinica. La coloracid,
reactivitat, moviments espontanis i freqiéncia cardiaca en formen part, i enlloc de

I’avaluaci6 dels moviments respiratoris hem afegit la pulsioximetria.

6.2. DISCUSSIO DELS RESULTATS

6.2.1. RENDIMENT

Van sobreviure 25 nounats amb HD, dels quals 19 foren valids per I’estudi (9 HD i 10 OT).
Dels altres sis exclosos, tres ho foren perqué les mostres no es podien analitzar (per
pneumonitis), un no presentava hérnia diafragmatica en el moment de realitzar la necropsia,
un altre no tenia herniacié de visceres al torax perque el defecte era molt petit, i el darrer

tenia les mostres mal identificades (veure la Fig. 29).

Tot 1 que ’anestesia inhalatoria amb respiracio espontania €és complicada per 1’escas marge
terapéutic, només 2 conilles van morir a la intervencidé per depressid respiratoria. La
mortalitat, doncs, s’ha concentrat en els fetus després de realitzar els procediments. Només
un 27% dels fetus van sobreviure a la creacio de I’HD. I un 70% d’aquests van arribar a
terme després de superar la segona intervencié materna (oclusié traqueal sobre germans
seus). Aixi doncs, és la primera intervencio la principal responsable de la mortalitat del
model, probablement per la seva precocitat, I’agressivitat de la técnica i el temps necessari

per a realitzar-la.
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La taxa de mortalitat publicada pel grup que va descriure el model, quan es realitza només

154 158§ quan es

un procediment quirdrgic (creaci6 del defecte diafragmatic), és del 12-14%,
realitza un segon procediment (oclusié traqueal), augmenta fins al 20%.*°

La nostra elevada mortalitat es pot atribuir fonamentalment a 4 causes:

1. Les intervencions quirargiques repetides. Dos procediments d’apertura i tancament
d’histerotomia.

2. Intervencio simultania de maultiples fetus germans. A diferencia del grup que va
descriure el model, i amb intencié d’optimitzar els recursos, s’han intervingut una
mitjana de 4 fetus per mare. Aixo prolonga el temps quirtrgic i 1’agressioé als fetus.

3. El maneig dels fetus. Durant I’estudi vam veure que el maneig no havia de ser només
curds sino exquisit.

4. L’ecografia directa sobre la paret uterina. Per la compressio del transductor sobre la
placenta i el fetus, en ocasions observavem bradicardies severes dels fetus durant les

determinacions, i fins i tot despreniment de placenta.

Després d’un periode molt decebedor sense supervivents (primeres 12 conilles i 50 fetus), un
dels creadors del model original (Dr. Jacques C Jani) va acceptar la nostra invitacio per venir

al nostre centre a mostrar-nos els detalls de la técnica.*>® %8 168

Després d’aixo, amb la
introduccio d’algunes mesures pel que fa a la minima manipulacié (exterioritzacio limitada
del torax en el primer procediment), hidratacié dels fetus (irrigacié del fetus durant la
cirurgia i ompliment de la cavitat amniotica amb serum fisiologic prévia al tancament de la
histerotomia), i la reducci6 del temps quirargic (reduint el nombre de fetus intervinguts en
cada procediment), vam aconseguir reduir la mortalitat a uns nivells assumibles. A partir
d’aquest moment, un 40% dels fetus (36 de 83) van sobreviure al primer procediment.

En resum, aquest model ens ha permés realitzar una hernia diafragmatica i 1’estudi
hemodinamic en el mateix individu (a més d’una oclusio traqueal als germans), a expenses
d’una elevada exigéncia técnica i dedicacio.

El model permet reproduir les caracteristiques basiques de I’HD en I’huma: visceres
herniades al torax, compromis en el desenvolupament pulmonar (amb hipoplasia pulmonar) i
compromis vascular (amb les mateixes troballes en la morfometria arteriolar que en I’huma i
alteracions hemodinamiques suggestives d’HTP). L’originalitat de I’estudi és integrar tota la
informacié dels 4 tipus de variables (hemodinamiques, cliniques, histopatologiques i

immunohistoquimiques) de cada individu i estudiar com es correlacionen.
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6.2.2. ESTUDI HEMODINAMIC

Aquesta part del treball és la principal novetat. Si bé s’ha validat ’FMBYV com a estimador
de perfusié vascular en un model ovi de resposta suprarenal a I’asfixia,” aquesta és la
primera vegada que es quantifica la perfusio pulmonar en animals amb HDC mitjangant
I’FMBYV utilitzant power-doppler, i les resisténcies pulmonars mitjancant el PI.

Com era d’esperar, el fetus de conill amb HD creada quirdrgicament presenta una
disminucid de la perfusié pulmonar (menor FMBV que els controls) i un augment de la
resistencia vascular pulmonar (major Pl que els controls). A més, el Pl es correlaciona amb
I’FMBV, com s’observa a la Figura 42, demostrant la interdependéncia entre les resistencies

vasculars i la perfusio.

L’eco-doppler ja ha estat utilitzada per caracteritzar la circulacié pulmonar en fetus humans
amb HDC, tot i que no hi ha gaires estudis encara. En un d’aquests, es va avaluar
qualitativament la vascularitzacié en funcié del nombre de bifurcacions visibles de 1’artéria
pulmonar amb power-doppler 2D per tal d’estratificar els resultats amb finalitats
pronostiques. Es va demostrar que la mortalitat neonatal era major quan es visualitzaven
menys de 3 branques de I’artéria pulmonar.®® Aquesta menor visualitzacié de branques
segmentaries pulmonars s’explicaria pel major engruiximent arteriolar que causaria HTP i

una menor perfusio pulmonar, que alhora es tradueix en una major mortalitat neonatal.

L’ecografia 3D també s ha proposat en 1’estudi de la perfusi6 fetal. Tot 1 que les imatges que
s’obtenen amb aquesta técnica son espectaculars, la seva aplicacio clinica fins ara és
limitada i els resultats dels estudis, variables. S’ha descrit I’anomenat index de flux en 3D
com a indicador de perfusié vascular, pero analitzant 1’artéria uterina, aquest index ha
demostrat una correlacié molt pobre amb la velocitat i el volum del flux,*” per la qual cosa
sembla poc atil. En un altre estudi, es va utilitzar un métode semiquantitatiu de la perfusio
pulmonar amb power-doppler 3D demostrant-ne una disminucié en els pacients amb HDC i

associant aquesta troballa amb la preséncia d’HTP en néixer i amb la mortalitat.™

Els nostres resultats demostren la potencial utilitat de I’avaluaci6 del doppler fetal en
I’estudi de I’HP 1 PHTP associada a HDC. De la correlacio entre el PI i el RAC, pes
pulmonar i LBWR (Fig. 39-41), es pot inferir que com més hipoplastic és un pulmd, majors
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son les seves resistencies pulmonars. Per tant, aquests parametres (Pl i FMBV) podrien ser
validats en humans i utilitzar-se amb finalitat pronostica. En aquest sentit, actualment s’estan
recollint les variables hemodinamiques dels pacients amb HDC en seguiment a la nostra
Unitat de Medicina Fetal. S’han analitzat aquests parametres en pacients sotmesos a oclusio
traqueal trobant una associaci6 entre Pl i PEDRF preoperatoria i la supervivéncia,® perd no
en el cas de 'FMBV.®®

Finalment, en la segona part del nostre estudi, que no és ’objecte d’aquesta tesi, hem
demostrat que aquest augment de les resistencies pulmonars i la disminuci6 de la perfusio es

reverteix per I’oclusio traqueal, com ja vam avancar recentment en una publicacié.®

6.2.3. ESTUDI CLINIC

L’estudi de la vitalitat neonatal, ha demostrat I’efecte devastador de I’HD en tots els casos
excepte en un (89%). Abans dels 60’ els nounats presentaven una coloracio gris, estaven
arreactius i amb moviments nuls o lents. L’Gnic individu amb un estat més actiu va resultar

tenir un defecte petit al diafragma amb minima herniacié visceral.

Com a mesura indirecta i incruenta de 1’oxigenacid tissular vam prendre la freqiiencia
cardiaca i la pulsioximetria com a parametres. Logicament, la mida del conill nounat no
permet una gasometria. La mortalitat neonatal és elevada i preco¢ per insuficiéncia
respiratoria en el grup HD. La majoria moren en néixer i aquells que sobreviuen presenten
un estat tan critic que el pulsioximetre no arriba a captar una mesura de saturacié d’O; 0 de
freqUencia cardiaca. Com que, a més, vam tenir limitacions en la disponibilitat del
pulsioximetre, el nombre de casos que es van poder avaluar va ser només de tres.

Evidentment, aquest escas nombre no permet cap tipus d’analisi estadistica, comparacid
entre grups, ni correlacié amb altres parametres. Només permet especular sobre els resultats

obtinguts, i també sobre els no obtinguts.
Les correlacions entre les variables cliniques d’oxigenacio (Sa0,) i frequéncia cardiaca (FC)

respecte a les dels altres apartats, no han arribat a la significacio pero si que han assenyalat

tendéncies. Revisitem la Taula 5 per a comprovar-ho.
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Taula 6. Resultats de I’oximetria i freqliéncia cardiaca, junt als valors de la morfometria cas a cas.

Grup | Sa0; FC LBWR [RAC |[GPA
HD* |61 . 1,73 291  |4546
HD |55 41 1,60 2,83  |47,12
HD** |100 150 1,65 227 [3888
HD* |- . 0,76 292 [48,09
HD* |- . 1,04 330 |50,00
C o1 - 2,46 408 41,80
C 100 190 2,80 367  [48,98
C 87 59 2,32 458  |46,61
C 94 170 2,20 546  |3951
C 84 160 - 520 | 45,44
C 74 168 0,99 410  [36,86
C 90 155 1,87 383  |44,67
C 96 85 2,09 460  [49,35

Tres dels casos d’HD sense alguna de les dades de la pulsioximetria i freqliencia cardiaca
(assenyalats amb *) eren vius després de la cesaria, perd agonics, i 1’aparell no era prou
sensible per captar el pols o I’oximetria. Les dades morfometriques d’aquests animals, pero,
van ser les esperades per la hipoplasia pulmonar i semblants als altre casos d’HD. En aquest
estat agonic, s’haurien d’haver obtingut uns resultats pitjors que els dels casos que tenim
registrats i, per tant, potser en resultaria una significacié estadistica de les correlacions.
D’altra banda, el cas d’HD amb una saturacio del 100% (**) presentava un millor resultat de
morfomeétria arterial i tenia a 1’autopsia 1’hérnia diafragmatica més petita i amb menys
herniacié de tots els individus intervinguts.

Tot i la poca discriminacié de les dades numériques, va resultar evident que 1’estat clinic
d’ambdoés grups era completament diferent, i que la hipoplasia pulmonar n’ha estat el
substracte fisiopatologic, encara que no ho poguem correlacionar numericament amb les

altres variables.
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6.2.4. ESTUDI HISTOPATOLOGIC

Atés que el pes dels pulmons esquerres del grup HD és significativament més petit que els
del grup C i, en canvi, no hi ha diferencies en el pes dels fetus en néixer, es pot afirmar que
les diferéncies en els pesos dels pulmons es deuen a hipoplasia pulmonar i que el retard de
creixement del fetus no és un factor destacable. EI LBWR és una variable obtinguda a partir
de les anteriors que serviria per neutralitzar 1’efecte de la mida del fetus i, novament, els
resultats son també els esperats en el model: un menor LBWR en el grup HD. El pes dels
pulmons del grup HD és només el 45,6% del dels controls. Es per tant un model que obté
una hipoplasia pulmonar constatable mesurant el pes pulmonar, com ja havia estat demostrat

en aquest mateix model d’HD.*®8

El grup HD del nostre estudi compleix els criteris classics d’HP (RAC per sota del 75% i
LBWR menor al 67% del normal).®® Concretament, en el nostre estudi els valors mitjans de
RAC foren del 63% i els de LBWR del 54% respecte als controls. Si mirem aquests
parametres a cada individu, tots els casos excepte un (8/9) compleixen el criteri d’HP pel
que fa al RAC i un 66% (6/9) el compleixen si atenem al LBWR. Dos dels casos que no el
compleixen poden explicar-se: un correspon a 1’nic cas del grup HD que saturava 100% en
néixer i que presentava un defecte diafragmatic petit amb escassa herniacio, i ’altre és
I’individu amb menor pes corporal d’ambdés grups. Com que aquest individu tenia un pes
pulmonar semblant a la resta, el LBWR es veu incrementat, potser falsament. Val a dir que
el RAC d’aquest individu compleix el criteri d’HP. Aquest fet refor¢a la major sensibilitat
del RAC com a indicador d’HP.%

Totes aquestes troballes histopatologiques constaten que aquest €s un bon model d’HD que

reprodueix de manera demostrable la HP.

Com hem vist en I’apartat d’HTP, la vascularitzacid pulmonar dels pacients amb HDC
presenta alteracions tant quantitatives com qualitatives. El nombre d’artéries per unitat de
volum estd disminuit,>’ tenen la capa muscular i adventicia hipertrofiades i la
muscularitzacio s’estén fins a arterioles més distals.® En el nostre estudi, hem pogut
constatar aquesta hipertrofia avaluant el gruix de la paret arteriolar (GPA) que és
significativament major en el grup HD. La remodelaci6 pre i postnatal tendeix a disminuir
agquesta muscularitzacié alhora que les artéries creixen, fins i tot en pacients amb HDC.*®
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Aquesta remodelaci6 també s’ha demostrat previament en el model animal que hem

utilitzat.*>®

Les resisténcies pulmonars es deuen principalment als canvis en el segment intraacinar de
I’arbre vascular. En el conill el diametre extern d’aquestes artéries es situa al voltant de les

171 En I’analisi de les mesures de GPA de les artéries dels grups HD i C veiem que en

30pum.
tots dos grups les arterioles entre 15 1 30um son les que presenten un major GPA. Aquest
resultat es consistent amb les troballes en humans on el major gruix de I’arteriola intraacinar
és el principal responsable de les resistencies vasculars. | també ho és amb el fet que el grup
d’HD presenta un GPA significativament major en tots els segments de diametre arterial

excepte les majors de 75um i les menors de 10um (vegeu la Figura 37).

6.2.5. ESTUDI IMMUNOHISTOQUIMIC (IHQ)

L’interés de poder demostrar alteracions moleculars de determinats factors de creixement
associats a les diferents fases del desenvolupament pulmonar rau en la seva possible
correlacié amb les troballes hemodinamiques, histopatologiques i cliniques. Si bé no hauria
establert causalitat en les relacions obtingudes, suposaria una evidéncia més per a aprofundir
en els mecanismes que condueixen a la HP, que tenen traduccié en 1’hemodinamia prenatal i
en les manifestacions cliniques. Creiem doncs que era raonable i obligat fer-ho, ja que no
s’havia publicat, fins a 1’inici del nostre projecte, cap estudi de factors de creixement en
aquest model. Recentment se n’ha publicat un on, mitjangant PCR quantitativa en temps real
s’ha trobat una expressio disminuida dels gens codificants per la tropoelastina, lisil-oxidasa,
fibrulina 5 i eNOS en nounats de conill amb HD creada quirargicament al fetus el dia 23 de

172

gestacid.”’= Aquest estudi s’ha focalitzat en aquests factors per 1’evidéncia trobada de la seva

expressio alterada en dos treballs publicats d’un mateix grup en HD d’humans, ovelles i

rates.l73' 174

Aquesta part ha estat la que ha presentat majors dificultats, insalvables en molts casos.
Inicialment semblava que només el preu seria un obstacle i per aixo vam limitar I’estudi a 4
factors com a indicadors de les 5 diferents etapes del desenvolupament pulmonar
(embrionaria: FGF-10, pseudoglandular: TGF-B; canalicular: VEGF; sacular: TGF-B; i
alveolar: PDGF-A).
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Créiem que molts dels anticossos per a I’estudi immunohistoquimic de factors de creixement
de rata serien probablement Gtils degut a la reactivitat creuada interespécie que sovint
presenten. No ha estat aixi, pero. Els problemes que s’han presentat en aquesta part de

I’estudi es poden resumir en:

e Falta d’anticossos primaris comercialitzats per a proteines del conill. I també cost
excessiu per a encarregar la seva obtencio.

e Falta de reactivitat creuada amb el conill de molts anticossos anti-rata.

e Falta de discriminacio dels anticossos secundaris (normalment anti-conill) respecte a

proteines que el conill expressa en les cél-lules no marcades amb I’anticos primari.

Els resultats dispars amb tecniques IHQ, a més, tampoc sén infreqlients a la literatura. Per
exemple, durant els intents d’estudiar el TTF1 que només van obtenir una tincio difusa de
totes les cél-lules alveolars, revisant la literatura vam trobar treballs que en demostraven una
expressié disminuida en el model de rata amb nitrofén,* mentre que aquesta troballa no es
confirmava en mostres humanes tant de pulmons sans com hipoplastics per HDC.'"

Fins i tot el Western blot (Wb) ha presentat la limitacié que es poden fer comparacions entre
les bandes d’un mateix gel perd no entre les de diferents gels. Igualment les correlacions
entre aquesta i altres variables no han tingut cap resultat aclaridor.

Només el Wb del TGF-B3 ens ha permés una mesura quantitativa de la seva expressio en el
teixit pulmonar del nostre model. També aquest metode ha presentat la limitacié que es
poden fer comparacions entre les bandes d’un mateix gel perd no entre les de diferents gels.
En comparar la densitat integrada de les bandes corresponents a cada individu en el mateix
gel hem observat diferéncies evidents pero no quantificables en tota la serie atés que les
mostres estan en gels diferents.

El grup C té una expressio de TGF-p3 molt major (entre el 82-100%) que el grup HD (entre
6 148%). El fet que sigui un factor de creixement que s’ha vinculat a la fase pseudoglandular
(que és la que es veu interferida per la creacio de I’HD en el nostre model) junt a aquesta
diferéncia d’expressio donaria suport a la hipotesi que el TGF-B3 pot estar implicat els

mecanismes moleculars de la HP Iligada a I’'HDC.

També s’han intentat estudis IHQ de CD44v6 (variant 6 de la glicoproteina transmembrana

CD44, relacionada amb 1’organogenesi i present als pneumocits tipus 1) i TTF1 sense cap
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resultat analitzable. Tot i intentar diferents dilucions, les tincions han estat sovint difuses i
inespecifiques.

En tot cas, a la finalitzacio d’aquest estudi, resten dues vies obertes per a completar aquesta
vessant. Una consistiria en desenvolupar anticossos especifics per conill, 1 I’altra seria
analitzar els factors ja validats en conill en el recent estudi que hem comentat. Atés que
tenim les mostres del nostre estudi congelades, ho podrem realitzar quan disposem dels

recursos per fer-ho.
6.2.6. CORRELACIONS ENTRE VARIABLES

Hem trobat les correlacions logiques, o ja conegudes, del RAC amb el pes pulmonar, i amb
el LBWR, que demostren que es tracta d’un model valid d’hipoplasia pumonar deguda a HD
I que aquesta HP es correlaciona amb el grau d’hipoplasia del lobulet respiratori. Alhora,
com meés marcada és la hipoplasia pulmonar, ja sigui mesurada amb el RAC o amb el
LBWR, pitjor és la situaci6 neonatal mesurada amb la frequéncia cardiaca i la
pulsioximetria. Resulta una relacio logica perdo no s’havia demostrat fins al moment en

aquest model.

Pel que fa a les variables hemodinamiques, només s’han inclos per a les correlacions les
dades dels vuit casos que han pogut ser avaluats el dia 30 de la gestacio els quals, per tant,
podiem identificar amb seguretat i dels quals coneixem la resta de variables. La correlacio
negativa significativa entre la HP mesurada amb el RAC, pes pulmonar o LBWR, i les
resistencies vasculars pulmonars mesurades amb el Pl indica que les resisténcies vasculars
augmenten amb la hipoplasia pulmonar. Aquest fet no havia quedat demostrat ni clinicament
ni experimentalment fins ara, i suposa una troballa molt interesant de cara a suggerir que el

PI podria ser un indicador fiable d’HP i un potencial parametre pronostic prenatal.

Igualment, la correlacié entre la perfusid6 (FMBV) i les resistencies vasculars pulmonars
(PT), no s’havia demostrat fins ara en I’HD animal, i resulta també molt interessant el
concepte que quan augmenten les resistencies vasculars pulmonars disminueix la perfusio,
que pot ser avaluada prenatalment. Recentment, un estudi clinic en 95 casos d’HDC i 95
controls trobava resultats semblants als que nosaltres presentem experimentalment; els
pacients amb HDC tenen significativament valors menors d’FMBV que es correlacionen

negativament amb el P1.%" En el mateix treball presenten una correlacié negativa d’FMBV
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amb el PEDRF, que nosaltres no hem trobat, tot i observar-se una tendéncia cap a aquesta

correlacio.

El fet que el PI no es correlacioni amb el GPA, suggereix que I’augment de les resisténcies
vasculars es deu sobretot a una alteracio hemodinamica sobre unes arterioles engruixides
(per vasoconstriccid, disminucio del llit vascular per la hipoplasia, etc), més que propiament

a I’augment de gruix de la paret arteriolar.

El GPA es correlaciona tant amb el DI com amb el DE de ’arteriola, (com és 1ogic ateés que
aquella variable s’obté d’aquestes), pero ho fa de forma més potent i significativa amb el DI
(r=-0,76; p 0,0001) que amb DE (r=-0,46; p 0,03), suggerint que I’engruiximent de la paret

arteriolar és produeix fonamentalment a expenses d’una reduccié de la llum arteriolar.

Algunes altres correlacions no tenen suficient forca per arribar a la significacié estadistica,
pero mostren una tendéncia. Aixi ocorre entre la SaO; i el RAC, entre la SaO; i el GPA i
entre la FC i el LBWR. Atés que tots aquests resultats son els esperats per la logica de la
seqliencia HDC > HP > HTP > Hipoxémia / Bradicardia neonatal, és molt probable que

amb una mida mostral més gran, aquestes tendéncies arribarien a la significacio estadistica.

Per acabar, tot i les diferéncies trobades en totes les variables histopatologiques del grup HD
respecte el grup C, sorprenentment no hem trobat correlacié entre les variables de
desenvolupament bronquialveolar (RAC, Pes pulm6, LBWR) i les de desenvolupament
vascular (GPA, DI, DE). Si bé I’alteracié en el desenvolupament es desencadena en el
mateix moment (a partir de la creaci6 de I’HD), les conseqiiéncies en les variables
estudiades no es correlacionen entre si. Aix0 ens permet suposar que I’alteracio del
desenvolupament d’aquests dos components es produeix per mecanismes o vies cel-lulars

diferents a partir d’un esdeveniment comu inicial.
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7. CONCLUSIONS

Aquest model quirtrgic d’HD en fetus de conill:

1. Esvalid per a I’estudi de I’HDC ja que els nounats amb HD presenten:

a) Una significativa hipoplasia pulmonar segons els parametres morfologics (Pes
pulmé, LBWR i RAC).

a) Una significativa alteraci6 morfologica (GPA) de les arterioles pulmonars
caracteristica de la hipertensié pulmonar.

b) Una insuficiencia respiratoria neonatal que es manifesta en els parametres clinics
(Sa032, FC, mortalitat en la 1a hora).

c) La seqliencia fisiopatologica esperada: hernia diafragmatica, hipoplasia pulmonar,
hipertensié pulmonar amb hipoperfusié pulmonar i insuficiencia respiratoria

neonatal.

2. Permet avaluar la circulacié pulmonar fetal per eco-doppler, essent una técnica sensible

per:

a) Detectar el significatiu augment de resistencia vascular (PI) i disminucié de la
perfusié pulmonar (FMBV) que presenten els fetus amb HD.

b) Mesurar prenatalment el grau d’hipoplasia pulmonar mitjangant I’index de
pulsatilitat (PI).

3. Altera el desenvolupament bronquioalveolar i el vascular de forma no harmonica,

suggerint que ho fa a través de mecanismes moleculars diferents.
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8. RELLEVANCIA | PERSPECTIVES FUTURES

8.1. RELLEVANCIA

En primer lloc, el desenvolupament d’aquest model i el seu estudi des de quatre vessants
diferents (hemodinamica, histopatologica, immunohistoquimica i clinica) estableix la base
per a I’aprofundiment en cadascun d’aquests aspectes de I’HDC, contribuint al coneixement

d’aquesta malformaci6, especialment des del punt de vista pronostic i terapéutic.

En segon lloc, la principal rellevancia de les nostres troballes ha estat la d’haver relacionat,
per primer cop, els parametres acceptats d’hipoplasia pulmonar (que només es poden
determinar en teixit pulmonar ex viu, mitjancant biopsia o necropsia), amb parametres
hemodinamics mesurables de manera incruenta al llarg del desenvolupament fetal. Fins ara,
el seguiment ecografic del desenvolupament pulmonar a I’HDC s’ha basat en dades
antropometriques (raé pulmo-torax; pulmo-perimetre cefalic=LHR), i tot i que el Pl es va
suggerir com a indicador de resisténcies vasculars pulmonars, fins ara les decisions
terapeutiques es segueixen prenent en base a la mida relativa del pulmé.

Igualment, la quantificacié de la perfusio pulmonar per doppler no s’havia realitzat

anteriorment en models d’HDC. Aquesta part de I’estudi ha estat publicada recentment.®

Aixi doncs, els valor dels parametres hemodinamics Pl i FMBV estan significativament
alterats en els casos d’HDC, i la correlacio del Pl amb els parametres d’hipoplasia pulmonar,
assenyalen que les dades de flux arterial pulmonar son una excel-lent mesura del

desenvolupament pulmonar.
8.2. PERSPECTIVES FUTURES
El model emprat en aquest projecte té un actiu important que és la possibilitat de realitzar

estudis hemodinamics. Aquesta és una via que cal explorar en profunditat, ja sigui en el

model en conill, tan exigent, o bé desenvolupant altres models animals.
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Des del punt de vista clinic, les correlacions trobades indiquen que I’hemodinamica
pulmonar fetal s’hauria d’establir en el protocol d’estudi prenatal en I’'HDC, per tal de fixar
rangs de resisténcies vasculars i de perfusid pulmonar que ens ajudin a pronosticar el
benestar neonatal en pacients amb HDC amb un alt valor predictiu, ja sigui amb aquests
parametres hemodinamics individualment o amb la seva combinacié amb altres parametres

morfologics.

Des del punt de vista molecular, queda per esbrinar el paper dels factors de creixement i les
seves relacions amb els altres parametres; aquesta via no resta tancada. El fet que tinguem
mostres congelades de tots els casos ens ofereix la possibilitat de continuar el nostre estudi
qguan obtinguem el financament que requereix desenvolupar anticossos especifics per al
conill. Igualment en aquestes mateixes mostres podrem analitzar altres factors que
s’identifiquin com a clau en Ietiopatogénia de I’HDC.*"* 17

En aquest sentit, seria interessant poder determinar els diferents mediadors i vies moleculars
que justifiquin la falta de correlaci6 entre la histopatologia bronquioloalveolar i 1’arteriolar.
Des del punt de vista terapéutic, com un segon grad del nostre estudi pero realitzat
simultaniament, hem fet oclusions traqueals a una part dels fetus amb HD, i hem analitzat
els mateixos parametres, amb uns interessants resultats que son objecte d’altres dos treballs

del nostre equip investigador.

Podem resumir doncs les linies futures més immediates en dos terrenys. Des del punt de
vista experimental, aprofundir en els mecanismes moleculars de la HP i la HTP lligada a
I’HD. Des del punt de vista clinic, implantar una avaluacié hemodinamica pulmonar fetal
sistematica per tal de determinar-ne els valors normals, correlacionar-los amb les dades de
comportament clinic neonatal, i utilitzar-los per a ’estratificacié pronostica i 1’avaluacié de

la terapia fetal.
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