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ABREVIATURES

AMT (arterial muscular thickness). gruix de la capa muscular d’'una artéria o arteriola
(pulmonar)

CDH (congenital diaphragmatic hernia): hérnia diafragmatica congénita

CHAOS (congenital high airway obstructive syndrome). sindrome de ['obstruccio
congénita alta —habitualment laringe o traquea- de la via aéria principal. La causa sol
ser intrinseca, com ara una atrésia de laringe o traqueal (per una membrana...). Tot i
que el comportament dels fetus és similar no se sol incloure en aquesta denominacié
als fetus amb una compressi6 de la via aéria per un tumor o als que se’ls realitza una
oclusié traqueal

DE: diametre extern (d’'un vas)

DI: diametre intern

FMBYV (fractional moving blood volume): fraccié de sang en moviment

HD: hérnia diafragmatica

LBWR (lung to body weight ratio): quocient entre el pes dels pulmons i el pes fetal
PEDRF (peak of early diastolic reversed flow): mesura de I'ona de pols vascular que
quantifica el primer pic de flux revers que apareix durant la diastole

Pl (pulsatility index): index de pulsatilitat

PMSSF (peak of maximum systolic speed flow). parametre hemodinamic que
representa la velocitat maxima del flux sanguini durant la sistole

PPF (pleuroperitoneal folds): membranes o plecs pleuroperitoneals

RAC (radial alveolar count): recompte alveolar radial

SG: setmanes de gestacio

TO (tracheal occlusion): oclusié traqueal



. INTRODUCCIO

L’hérnia diafragmatica (HD) és una malformacié greu, relativament frequent i
associada a una morbilitat i mortalitat elevades. La visi6 tradicional de 'HD ha estat la
d'un forat o un defecte del diafragma a través del qual les visceres abdominals
ascendien al torax i comprimien els pulmons i el cor. Es pensava que aix0 feia que el
nadé amb HD tingués un compromis ventilatori i circulatori. D’acord amb aquesta visio
tradicional, si les visceres es retornaven al seu lloc i el defecte del diafragma es
tancava, el nadé amb HD es podria curar completament. Per aquest motiu, inicialment
I'HD interessava més als cirurgians que no pas als pediatres o neonatodlegs. La realitat,
perd, és molt més complexa i l'interés sobre aquesta patologia s’ha estés a molts
altres especialistes: cirurgians pediatrics, neonatodlegs, obstetres i cirurgians fetals,

principalment.

1. Evolucio historica:

Revisar I'evolucié del coneixement sobre I'HD al llarg del temps és una bona manera
de comencar a endinsar-nos en aquesta malformaci6. Podem arribar a diferenciar cinc
periodes en el coneixement de I'HD. Muratone(1) ofereix un resum historic excel-lent
que m’ha servit de base per a aquest apartat. Totes les dades historiques que no

associen una cita concreta han estat extretes d’aquesta revisié.

El primer periode comprén des de les primeres observacions fins al 1900. El
caracteritzen la descripcio (clinica i patologica) i el diagnostic de la malformacié. La
primera referéncia a una HD fou I'any 1579, quan el prestigiés cirurgia Ambroise Paré
anuncia la troballa d'una HD en dues autdpsies(2). Fins llavors es desconeixia
totalment I'existéncia d’aquestes hérnies. No fou fins un segle més tard que Lazarus
Riverius (1679) va descriure una HD congénita en I'estudi postmortem d’un jove de 24
anys(2). Holt, el 1701, fou el primer en reportar un cas d’HD en un nen. Més tard, el
1761, Morgagni va descriure diferents tipus d’HD, entre elles la que encara duu el seu
nom(3). El mateix Morgagni va reconéixer que Sthehelinus fou el primer en observar la
hipoplasia pulmonar associada a [I'HD. EI 1827, Cooper va descriure la
simptomatologia, anatomia i classificacié de 'HD. Uns anys més tard, el 1834, Laénec
(que ha passat a la historia de la medicina per inventar I'estetoscop) suggereix que es
podria fer el diagnostic d’HD per l'auscultacié del torax i llanga la hipotesi que una
laparotomia podria ser I'abordatge necessari per restablir 'anatomia normal. Bowditch,

el 1847, fou el primer en diagnosticar una HD a la capgalera del pacient. Ja llavors



diferenciava la gravetat del quadre entre aquells que es morien en néixer, els que
podrien viure uns quants mesos i aquells en qué la malformacié es manifesta
casualment anys després d’haver dut una vida normal. El 1848, Bochdalek, professor
d’anatomia a Praga, va notar que I’'HD sol océrrer a través d’un defecte posterolateral
del diafragma. Bochdalek postula que I'hérnia tenia lloc per la ruptura intrauter de la
membrana localitzada al triangle lumbocostal, hipotesi que I'embriologia moderna no

recolza. Es en el seu honor que I'HD posterolateral duu el nom de Bochdalek.

La segona era s’inicia, aproximadament, amb el segle XX. Ve caracteritzada pels
primers intents de reparacié quirurgica. Naumann, el 1888, fou el primer en realitzar
una laparotomia per corregir la malformacio, tot i que sense éxit. O’'Dwyer, a Nova
York, intervingué una HD estrangulada en un nen de tres anys i mig. A ell s’atribueix el
concepte de la “pérdua del dret d’espai”, en ser-li gairebé impossible reduir el contingut
herniat a 'abdomen degut al poc volum de la cavitat abdominal. Heidenhain, a
I'Alemanya de 1909, fou el responsable de la primera reparacié amb éxit d’'una HD en
un nen de 9 anys. Aquests intents de correccid quirargica eren anecdotics. La majoria
de pacients amb HD en el primer quart del segle XX no rebien cap tractament. En
aquesta éepoca la visio fisiopatologica de I'hérnia es reduia a la compressio
progressiva del pulmé per les visceres abdominals i la desviacié del mediasti(4).
Hedbolm, el 1925, després de revisar una llarga série d’hérnies diafragmatiques arriba
a la conclusié que el 75% dels infants no tractats moren abans del mes de vida. D’aqui
sorgeix el concepte de reparacié precog. Holt i Howland, en un llibre sobre malalties
del lactant i el nen descriuen que els simptomes d’HD son dificultat respiratoria, cianosi
i respiracié rapida, un abdomen excavat i un torax sobredistés; també descriuen el
paper de la radiologia en el diagnostic d’HD(5):
“Children often live but a few hours. In those who survive a longer time, dyspnea is generally the
most prominent symptom. It may be constant, or occur at intervals in severe paroxysms, or there
may be attacks of cyanosis produced by an accumulation of gas in the stomach or the thoracic
part of the intestine. The physical signs vary much from time to time. Sometimes those of
pneumothorax are present; at others there is so much dullness with the feeble respiratory sounds,

as to suggest fluid. A positive diagnosis can often be made by means of the X- ray after the

administration of bismuth. The condition is not amenable of treatment.”

Bettman i Hass, el 1929, intervingueren amb éxit un nadé de 3 mesos.

Malgrat informes anecddtics de reparacions amb bons resultats d’hérnies
diafragmatiques, la cirurgia no esdevingué un tractament acceptat fins que Ladd i

Gross publicaren una série de 16 casos d’HD intervingudes en les primeres 48 hores



de vida amb un 56% de supervivéncia(6). El 1946, Gross publica el primer cas de
reparacio amb éxit en un nounat de menys de 24 hores(7).

Precisament amb els treballs de Ladd i Gross s'’inicia la tercera era en I'evolucié de
I'HD. Ells assenyalen la conveniéncia de reduir el contingut del torax a 'abdomen
abans que les visceres es distenguin, i també emfatitzen la importancia del control
postoperatori. En aquesta etapa I'’hérnia és considerada una emergéncia neonatal, una
malaltia quirdrgica i s’advoca per la reparacié immediata. L’any 1953, Gross afirmava
que seguint els seus principis, es podria assolir una taxa de supervivéncia del 90-

95%(8). Aquest dogma persistira fins al 1980.

Els resultats, perd, no eren tan bons com se suposava, i la mortalitat, aparentment,
augmentava. Els diagnostics més precogos (fins i tot prenatals), juntament amb
reanimacions més agressives i el transport rapid fins als centres quirtrgics fan que

molts nadons que abans haurien mort siguin portats a la taula d’'operacions.

A dia d’avui, sabem que la mortalitat de 'HD es relaciona amb el grau d’hipoplasia
pulmonar i la hipertensié pulmonar.

El 1921, Koms ja reconeix la importancia de la hipoplasia pulmonar. ElI 1953,
Campanale i Rowland destaquen la hipoplasia pulmonar en la fisiopatologia de I'HD(9).
La relacio entre hipoplasia pulmonar i mortalitat fou descrita el 1963 per Areechor i
Reid(10). D’altra banda, Murdock, Rowe i Uribe publiquen que la principal anormalitat

de I'HD és la hipertensio pulmonar persistent(11;12).

La quarta etapa en el coneixement de 'HD comenca sobre el 1980. Lentament neix la
idea que I'HD representa més una emergéncia fisiologica que no pas quirurgica. A
mesura que augmenta el coneixement de la fisiopatologia de 'HD i les cures intensives
neonatals esdevenen més sofisticades, s’arriba a la conclusié que el risc vital més
important de 'HD prové de la inestabilitat fisiologica. El maneig inicial de 'HD passa de
la cirurgia neonatal immediata a I'estabilitzaci6 inicial i una cirurgia diferida.

Un treball de Rudolf i Yuan demostrava que I'arbre vascular pulmonar del nounat és
sensible als canvis de PaCO2 i de pH(13).

Drummond va demostrar que augmentant el pH per sobre de 7,5 i reduint la PaCO2 a
menys de 30mmHg es podia revertir el flux de sang a través del ductus arterios que hi
havia en els nadons amb hipertensié pulmonar persistent(14). Com a conseqiéncia
d’aixd, la hiperventilaci6 va esdevenir el tractament de la hipertensié pulmonar
persistent. Com que el nounat amb HD associa una hipertensié pulmonar amb un

shunt de dreta a esquerra a través del ductus, Vacanti va proposar, el 1984, que la



hiperventilacié i 'alcalinitzacié fos I'estratégia inicial d’estabilitzacié dels nadons amb

HD, alhora que va publicar molt bons resultats amb aquest maneig(15).

Es en aquesta época on emmarquem els inicis de 'TECMO (oxigenacié amb membrana
extracorporia) pels nadons amb destret respiratori. Rapidament TECMO fou aplicada a
aquells nadons amb hérnia que no responien al tractament amb hiperventilacié (amb
ventilacié mecanica convencional) i alcalinitzacio.

També és a la década dels 80 quan s’inicia la terapia fetal experimental per a 'HD. El
fonament de la cirurgia fetal en aquell moment es basava en la idea que es tractava
d’'una malformacié amb diagnostic prenatal la reparacié intrauter de la qual evitaria el
desenvolupament de la hipoplasia pulmonar i la hipertensié pulmonar associades a
'HD. En aquesta primera fase s’intentava una reparacié fetal complerta de la
malformacié, similar a la cirurgia convencional del nounat. Més tard, dedicaré tot un

apartat a explicar I'evolucié dels tractaments fetals.

Des de la década dels 90 i fins ara, podem considerar que ens trobem en la cinquena
etapa de I'HD. La hiperventilacié i l'alcalinitzacio caracteristiques de I'etapa anterior
s’assolien al preu de grans pressions de ventilacié i d’'un gran risc de barotrauma
secundari. L’any 1985, Wung et al publiquen un treball on una série de nadons amb
hipertensié pulmonar persistent assolia una supervivéncia del 100% quan es limitava
la pressi6 de la ventilaci6 mecanica i s’ignorava la hipercpapnia (“permissive
hypercapnia’)(16). Aquesta idea es va traslladar a I'HD i, a poc a poc, va substituir el
maneig anterior. El mateix Wung va publicar, el 1995, supervivéncies superiors al 90%
en nounats amb HD (diagnosticades abans de les 12 hores de vida) seguint els
principis d’evitar el barotrauma, hipercapnia permissiva i cirurgia diferida(17). Molts
altres centres han confirmat millors resultats amb aquesta estratégia, que avui en dia
és [l'estandard del tractament de I'hérnia diafragmatica a la majoria dels centres de

tercer nivell de tot el mén.

Aquells primers intents de reparacié d’'una HD mitjangant una cirurgia fetal oberta van
fracassar. La cirurgia fetal era factible i tenia bons resultats només en les HD de bon
pronostic (sense herniacié hepatica). En aquests casos, pero, el resultat del tractament
convencional ja era igualment bo sense les complicacions de la cirurgia fetal: una
cirurgia uterina agressiva per a la mare i la prematuritat del nadé. Els unics pacients
per als quals la cirurgia fetal tenia sentit (aquells amb el fetge herniat al torax) eren
impossibles de corregir. Els intents per reduir el fetge a 'abdomen comportaven una

reposicié angulada de la vena umbilical, el flux de la qual quedava parcial o totalment
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obstruit, cosa que causava la mort del fetus(18). Aixi, doncs, la cirurgia fetal oberta per

a I'HD es va abandonar definitivament(19).
A mitjans de la década dels 90, perd, sorgeix una nova técnica de tractament fetal per

a I'HD: loclusié traqueal. D’aquest tema, en parlaré extensament una mica més

endavant.

Taula 1: Resum de les principals fites en la historia de 'HD

Periode Esdeveniments fonamentals
Fins al 1900 - Primeres descripcions de la malformacio.
1900-1940 - Primeres reparacions quirdrgiques (éxits aillats; la mort dels

pacients segueix essent la norma).

1940-1980 - Treballs de Ladd i Gross.
- L’HD és considerada una emergéncia quirurgica.

- Per primera vegada hi ha bons resultats de forma consistent.

1980-1990 - Evidéncia que la reparacié immediata només permet rescatar
un petit grup de pacients (inferior al que s’esperava).

- Canvi d’ estratégia: estabilitzacio inicial i cirurgia diferida.

- Hiperventilaci6 i alcalinitzacié com a pauta d’estabilitzacié.

- Inici de TECMO.

- Primers intents de cirurgia fetal oberta (correccié completa).

A partir de - Canvi d’objectiu en I'estabilitzacio inicial: evitar el barotrauma,

1990 hipercapnia permissiva.

- Fracas de la cirurgia fetal oberta per a I'HD, que s’abandona
definitivament.

- Desenvolupament de I'oclusié traqueal com a terapia fetal.

11



2. Epidemiologia:

Es molt dificil oferir dades epidemiologiques que ens donin I'abast del qué suposa
aquesta malformacié. L'any 1978, Harrison va introduir el concepte de la mortalitat
oculta de 'HD(20). Amb aquesta idea feia referéncia a 'aparent discrepancia entre les
taxes de supervivéncia que llavors publicaven els centres de prestigi i la realitat. La
realitat és que hi ha molts casos d’HD que no arriben a tractar-se perqué s’han mort o
s’han perdut abans. Quan només es tenen en compte els casos tractats o operats, el
resultat final sempre és molt millor. Aquells fetus amb hérnia la gestacié dels quals s'ha
interromput, o que neixen morts, o0 bé moren en néixer, o durant al trasllat als centres
de referéncia no queden reflectits en les estadistiques dels centres terciaris. Aquests
sbn els casos d’HD que s’inclouen en la mortalitat oclulta. Només quan estudiem tots
els casos d'HD a la poblacié (incloent els avortaments, fetus i nounats morts) som
conscients de la veritable gravetat d'aquesta patologia. Per exemple, un estudi
poblacional publicat 'any 2011 ofereix una supervivéncia global a I'any de vida de

només un 42% de tots els casos d’HD(21).

La prevalencga de la malformaci6 segons es deriva d’'una meta-analisi sobre 14 estudis
poblacionals és d'1/4000 naixements(22). Aquest mateix estudi conclou que la
mortalitat d’aquells amb diagnostic prenatal és del 75%, la mortalitat de tots els casos
de la poblacié d’'un 58%, i la mortalitat postnatal oculta a la poblacié (aquells nadons
que no arriben al centre de referéncia) un 35% del total dels casos. Es a dir, encara
ara, I'hérnia diafragmatica és una malformacié terrible, amb un molt mal prondstic
global. Els estudis poblacionals demostren que, malgrat la introduccié de mesures de
suport molt sofisticades (com 'ECMO), la mortalitat global de I'hérnia diafragmatica
encara es troba entre el 50% i el 60% de tots els casos, i no ha variat gairebé gens en
els darrers anys(22-25). Aquestes xifres de mortalitat tan altes s6n degudes a lalt
index de gestacions interrompudes davant del diagnostic prenatal d’hérnia

diafragmatica.

L’hérnia diafragmatica aillada és aquella en qué I'hérnia és I'inica malformacié major
aparent. Hi ha altres anomalies, tals com la hipoplasia pulmonar, la malrotacié
intestinal, o la hipoplasia de cavitats esquerres, que sovint coexisteixen amb I’hérnia i
poden considerar-se part de la seqiéncia de la malformacio(26).

Les hérnies diafragmatiques complexes associen altres malformacions majors, |
formen part d’alguna sindrome o alteracié cromosomica o bé tenen una constel-lacié

de malformacions associades. Suposen un 30-40% dels casos d’hérnia(22). La seva
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mortalitat, igualment, és molt més elevada degut a qué augmenta el nombre
d’avortaments, el dels fetus morts, sovint les malformacions associades comporten
una mortalitat neonatal superior o bé, simplement, a aquests tipus de pacients no se’ls

ofereix un tractament tan agressiu.
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3. Etiopatogénia: per que té lloc ’'HD?

Encara hi ha moltes incognites sobre quin és el desencadenant tant de I'hérnia
diafragmatica com de la hipoplasia pulmonar i de la hipertensié pulmonar associades a
aquesta malformacié. Com ja hem vist, durant molts anys es va creure que la simple
compressié de les visceres era la responsable de la hipoplasia pulmonar i del mal
pronostic secundari de I'HD, per aixd s’havia proposat la reparacié urgent. Tanmateix,
'ds de diversos models animals d’hérnia ens ha fet comprendre millor la seva
patogénia. Avui en dia, circulen diverses teories sobre la causa primera de I'hérnia

diafragmatica. Les segiients sén algunes de les més representatives:

- Iritani(27) suggereix que la greu situaci®6 que comporta [I'hérnia
diafragmatica es deu a un mal desenvolupament del pulmé ipsilateral. El
fonament de la teoria rau en qué en el seu treball sobre un model muri d’'HD
amb nitrofé observa que les anormalitats als pulmons tenen lloc abans i tot
que el diafragma es comenci a formar. Altres autors també han confirmat
aquestes troballes: el mal desenvolupament del pulmé precedeix al del
diafragma en el mateix model d’HD(28;29). Tot i aixd, podem trobar treballs
recents que no confirmen aquesta suposicio(30).

- També s’havia suggerit que el nervi frénic podia tenir un paper en I'hérnia
diafragmatica, i que en alguns casos I'HD podria arribar a ser la
consequencia d’'una alteraci6 del desenvolupament d’aquest nervi(31).
Tanmateix, ha quedat demostrat que l'atrofia del nervi frénic és més la
conseqiiéncia de I'HD que no pas la seva causa(32).

- Alguns autors es preguntaven si I'hérnia diafragmatica podria respondre a
un defecte de les fibres musculars del diafragma, ja fos perqué fossin molt
escasses 0 bé més deébils. Cap model animal no ha pogut demostrar
aquesta hipotesi(33).

- Seguint una idea basica de I'embriologia del diafragma (que tot seguit
explicarem), s’havia postulat que I'hérnia diafragmatica podria ser la
conseqliencia de l'abséncia de tancament dels canals pleuroperitoneals.
Tanmateix, els estudis amb un model d’HD i nitrofé demostren que el
defecte diafragmatic resultant en aquests casos és més medial del que
s’esperaria trobar amb una manca de tancament dels canals
pleuroperitoneals i ja s’observen altres anomalies abans i tot que aquests

canals es tanquin(34).
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- De manera més subtil, una altra teoria sobre 'origen de 'HD apunta a la
part mesenquimatosa amuscular del diafragma, que deriva dels plecs
pleuroperitoneals, com a responsable del defecte diafragmatic(35).

- Unificant algunes de les teories anteriors, una teoria mixta, postulada per
Keijzer(29), suggereix que la situacié final dels nadons amb HD és la
resultant de dos accidents independents (dual-hit hypothesis). El primer
d’'aquests accidents (first hit) actua sobre el desenvolupament del pulmo.
D’aquesta manera, ja hi ha una hipoplasia pulmonar de base que és
bilateral. Sobre aquesta base anatdomica alterada, la compressié toracica
que provoquen les visceres herniades és el segon impacte (second hit).
Aquest segon insult actua principalment sobre la banda afecta, i és la
conseqliencia de l'alteracié de la formacié del diafragma. Alguns autors
rebutgen aquesta hipodtesi, i suggereixen que el primer impacte només és la
conseqliéncia de I'exposicid al nitrofé, i no pas de la seva relaci6 amb el

desenvolupament de I’'HD(30).

La recerca de la causa primera que desencadena tota la malformacié encara es pot
portar un pas més enrere. Malgrat que l'estudi exhaustiu s’escapa a I'objectiu
d’aquesta revisio, hi ha prou evidéncia per pensar que en alguns casos d’hérnia
diafragmatica, si no en molts, la genética hi t& un paper clau. Aquesta evidéncia és
més clara en els casos sindromics d’hérnia diafragmatica, alguns dels quals presenten
una alteracié genética ja coneguda. També s’ha suggerit una causa genética en
alguns casos aillats d’HD. Aquesta idea es basa en qué hi ha families on apareixen
molts casos d’HD aparentment aillades, hi ha models genétics d’HD en ratolins
transgeénics, i fins i tot un gen, el FOG2, identificat i relacionat amb una HD aillada tant
en ratolins com en humans(36).

A més a més, hi ha models animals que han demostrat gens comuns regulant el
desenvolupament del diafragma i dels pulmons. Aixd avala la teoria que la hipoplasia
pulmonar de I'HD també es pot produir de forma primaria per afectacié d’algun

d’aquests gens(36-38).

A partir d’aqui, alguns investigadors pronostiquen que les mutacions en un o diversos
gens, de forma aillada o com a resultat de la seva interaccié amb factors ambientals,
seran identificades com a desencadenants de I'HD. Aquests gens hauran de ser
estudiats i determinar si es corresponen a diferents baules d'una cadena de
transmissio de senyals i també si poden ser utils com a dianes per a futures

terapies(26).
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Taula 2: Resum de I'evidéncia que implica la genética com a causa de ’'HD(26)

TABLE I. Summary of Evidence Supporting Genetic Causation ot CDH

Evidence of genetic contributions to human CDH Examples
Genetic mouse models of CDH FogZ*, Couptf2, Wii*, Sk, Gatad
Monogenic syndromes associated with CDH Syndromes caused by known genes: de Lange, Simpson-Golabi-

Behmel, Spondyolocostostal dysplasia
Syndromes caused by unknown genes: Fryns, Donnai-Barrow
Multiplex human kindreds with CDH Familial clustering consistent with AR and XL inheritance
Co-occurrence of CIDH with other congenital malformations CDH co-exists with CVMs, NTDs, and limb defects more often
than expected by chance
Recurring chromosome abnormalities and CDH ‘Large’ aneuploidy-1s012p, trisomy 18;
“Small’ aneuploidy-del 15(q26), del 8(p23)

AR, autosomal recessive; CVMs, cardiovascular malformations; NTDs, neural be defects; XL, X-linked.

*Mutation in human homologue found in association with CDH.

Hi ha excel-lents revisions bibliografiques sobre el “el gen de 'HD” que sintetitzen les
diferents sindromes geneétiques associades a HD aixi com les mutacions que s’han
relacionat amb aquesta malformacié. En aquest sentit voldria destacar els treballs de
Pober(26;39), Beurskens(40), Holder(41) i Kantarci(42).
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4. Fisiopatologia:

L’hérnia diafragmatica és una malformacié que es caracteritza per una situacio fetal i
neonatal d’hipoplasia pulmonar bilateral (més a la banda afecta), tant parenquimatosa
com vascular(43). Precisament, la hipoplasia pulmonar i la hipertensié pulmonar

persistent son les principals causes de mort en I’hérnia diafragmatica(44-46).

La coexisténcia d'aquests dos fendmens (hipoplasia pulmonar i hipertensié pulmonar)
és logica, considerant que I'arbre vascular es desenvolupa de forma paral-lela a I'arbre
bronquial(43;47;48) .

De forma practica, quan el naddé amb hérnia neix, ho fa amb uns vasos pulmonars molt
sensibles als canvis metabodlics com ara la hipoxia, I'acidosi, la hipercapnia o la
hipocapnia(49). Aquesta resposta vascular exagerada en un pacient amb hipoplasia
pulmonar (i un intercanvi de gasos compromes) és la que doéna lloc a una situacioé
d'hipertensié pulmonar (HTP). La HTP és la responsable del manteniment d’'una
circulaci6 fetal, amb shunt de sang de dreta a esquerra a través del ductus arteriés
permeable i del foramen oval. La manca d'unitats alveolars efectives per a fer un
recanvi de gasos eficient és responsable de la hipercapnia, mentre que la hipertensié
pulmonar probablement ho és de la hipoxémia, degut al shunt dreta-esquerra. Degut a
I'extrema sensibilitat del to vascular pulmonar la hipoxémia genera un cercle viciés que
perpetua la hipertensié pulmonar i, novament, més hipoxémia. Les crisis mantingudes i
refractaries d'hipertensié pulmonar sén les que portaran el pacient a la mort. El

segilient esquema, resumeix aquest cercle vicidés(45).
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Figura 1: Fisiopatologia de la hipertensié pulmonar persistent a I'HD.
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El maneig neonatal actual pretén, inicialment, estabilitzar el pacient. Aixd vol dir evitar

que aquest cercle es desencadeni, o intentar trencar-lo o minimitzar-ne els seus

efectes. Podem actuar a diversos nivells sobre aquesta situacié condicionada per
I'HD(50;51). Per exemple:

La hipercapnia permissiva, i la ventilaci6 amb alta frequéncia pretenen
minimitzar el barotrauma. D’aquesta manera podem reclutar de forma
efectiva el maxim d’unitats respiratories de qué disposi el pacient.

L’0xid nitric és un modulador del to vascular pulmonar i promou una
caiguda de les resisténcies pulmonars. Quan es produeix una HTP
sostinguda, amb shunt de sang de dreta a esquerra, I'Us de I'dxid nitric
inhalat ha demostrat la seva utilitat. A llarg termini, hi ha altres farmacs, com
el sildenafil, que també tenen com a efecte disminuir la HTP.

L’ECMO és una técnica de suport vital de rescat, molt invasiva i que pretén
deixar tranquils els pulmons i I'arbre vascular mentre es déna temps a qué
es resolgui la situacié d’hipertensié pulmonar inicial. Aquesta terapia és
controvertida en I'HD i, conceptualment, cal aplicar-la només a aquells
pacients en qué es consideri que la situaci6 d’'HTP és transitoria i que
podria arribar a millorar si 'organisme es veu descarregat de I'esforg
ventilatori i circulatori.

Els casos més greus d'HD tenen una base anatdmica tan pobra que resulta
incompatible amb la vida. Aix0 ho poden provocar uns pulmons tan
hipoplasics que no continguin ni les minimes unitats respiratories
necessaries per a fer un intercanvi de gasos suficient per suportar la vida, o
bé uns vasos pulmonars extraordinariament poc reactius i rigids, sense
capacitat de distendre's en cap situacid, ni tan sols després de
I'administracié6 de farmacs vasodilatadors. A la practica, aquesta situacié
s'observa en nounats que en cap moment no han aconseguit una saturacio
d’oxigen adequada (Sat O, preductal superior a 80% en algun moment de la
vida) malgrat tots els nostres esforgos; també es pot veure en pacients que
tot i ser capagos d'oxigenar i rentar el CO2 de forma acceptable mantenen
una hipertensié pulmonar suprasistéemica de forma fixa i invariable, cosa
que condiciona un empitjorament de la situacio respiratoria, hemodinamica
i, finalment, la mort. Aquests pacients sense un substrat anatomic suficient

no son candidats a ECMO.
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5. Embriologia dels pulmons i el diafragma

Els nadons amb HD han sofert un error en el desenvolupament dels pulmons i del
diafragma. Saber com es formen aquests organs en el subjecte sa és basic per tal de
poder entendre qué passa en el cas d'una hérnia diafragmatica amb aquestes

estructures.

L’embriologia classica, que trobem en la majoria de llibres publicats, esta basada en
'estudi descriptiu de fetus en diverses fases de maduraci6. Explica que el diafragma
deriva de la fusi6 de 4 estructures embrionaries: el septum transversum, les
membranes pleuroperitoneals, el mesoderm de la paret del cos i el mesénquima que
envolta I'esofag. Segons la descripcio classica, el ribet muscular periféric provindria del
mesoderm de la paret del cos, mentre que el mesénquima esofagic donaria lloc als

pilars del diafragma(52-54).

Els models experimentals amb ratolins knockout permeten veure quin és I'efecte real
de la supressi6 d’algun gen regulador clau(55;56). Gracies a ells, hem hagut de revisar
les idees embriologiques classiques. Per exemple, sabem que tot el teixit muscular del
diafragma prové de cél-lules miogéniques que han migrat fins a una estructura diana:
els plecs pleuroperitoneals. Aquestes cél-lules arrosseguen la seva inervacio: els
corresponents axons del nervi frenic. Des dels plecs pleuroperitoneals, les fibres

musculars es distribueixen per tot el diafragma(57;58).

A continuacié, ofereixo una visié integrada de I'embriologia del diafragma i els pulmons

tal i com jo I'entenc (fusionant els conceptes classics amb I'evidéncia cientifica actual).

a. La formacio6 del diafragma(54)

El diafragma es forma entre la quarta i la vuitena setmana d'edat embrionaria(44). El
nostre punt de partida és un embrié en forma de disc pla. Aquest disc creix i es plega
sobre si mateix per donar lloc a una estructura en forma de fus, com un peix. El seu
creixement posterior és asimétric i més rapid al cap, cosa que condiciona un plec
cefalic. Per tant, algunes estructures que s'han format a nivell cervical so6n
arrossegades per aquest plec cefalic cap a una posici6 més caudal. Aquest és el cas
del septum transversum, que sera una de les estructures més importants en la
formacio del diafragma. El septum transversum és un engruiximent del mesoderm

cefalic que apareix el dia 22 de gestacio. El plegament cefalic, pero, I'acabara situant
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entre la regi6 cardiogénica i el coll del sac viteli (més planerament, entre el cor i el futur
cord6 umbilical). El creixement del septum transversum dividira la cavitat celdmica en
una cavitat toracica i una peritoneal. El septum transversum es fixa per davant i els
costats a la paret del cos, mentre que posteriorment s’adhereix al mesénquima de

I'intesti anterior (el futur esofag).

Gairebé de forma simultania, durant la 5ena setmana, apareixen dos septes en el pla
sagital que separaran la cavitat pericardica primitiva en les cavitats pleurals i
pericardica. Aquests septes creixen entre el cor i els pulmons en desenvolupament,
fins que al final de la 5ena setmana es fusionen amb el mesénquima de l'intesti
anterior. D’aquesta forma, la cavitat toracica queda dividida en dues cavitats pleurals i
una cavitat pericardica totalment tancada. Les cavitats pleurals primitives i la cavitat
peritoneal estan comunicades per dos grans forats dorsolaterals: els canals

pleuroperitoneals.

Encara hi ha una tercera estructura important en la formacié del diafragma. Es tracta
d'unes membranes o plecs pleuroperitoneals (PPF o pleuroperitoneal folds) que
apareixen al llarg de la 5ena setmana. Connecten l'arrel de la 12ena costella amb les
puntes de les costelles 7-12. Aquestes membranes pleuroperitoneals creixen
ventralment fins a fusionar-se amb el septum transversum, al final de la 7ena setmana.
D'aquesta manera es tanquen definitivament els canals pleuroperitoneals, al voltant de
la vuitena setmana. El canal pleuroperitoneal esquerre és més gran i es tanca més
tard que el dret.

S’ha vist que els plecs pleuroperitoneals sdén importants perqué son el teixit diana
d’'una poblacié de cél-lules immigrants que donaran lloc a tot el teixit muscular del
diafragma. Aquestes cél-lules musculars precursores (mioblasts) tenen el seu origen
en els midtoms cervicals 3-5, i arrossegaran la seva inervacié segmentaria, els axons
del nervi frénic (que per aixd té un origen en les arrels cervicals anteriors C3-
C5)(57;59). Des dels plecs pleuroperitoneals, aquestes cél-lules musculars s’estendran
fins a poblar tot el diafragma.

En models animals d’HD (fonamentalment el de rosegadors tractats amb nitrofé) s’ha
vist que els fetus amb HD tenen una alteracié en el desenvolupament dels plecs
pleuroperitoneals(34;35;55;58).

Alguns autors diferencien dins de les anomenades membranes pleuroperitoneals una
part especifica que anomenen PHMP (de I'anglés posthepatic mesenchymal plate).

Per ells, els PPF només son una petita part, de forma triangular, que participa en la
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formacié del diafragma i que esta en intima relacié amb el PHMP. La idea subjacent és
la mateixa, perd amb una mica més de detall. Es el PHMP el que concretament queda
afectat en els fetus amb HD, mentre que per aquests autors, els PPF no es modifiquen
en aquesta malformacié(30). Amb independéncia de com anomenem aquesta
estructura (PHMP o PPF), el que si que és constant és la seva identificacié com a la

part més alterada en el desenvolupament del diafragma als fetus amb HD.

Tot aquest procés tan complex de formacié del diafragma esta acabat sobre la
setmana 10 d’embriogénesi. Sembla clar que 'HD s’ha de originar abans d’aquesta

setmana.

b. El desenvolupament pulmonar(52;53;60)

Aproximadament el dia 22 postconcepcié apareix una protrusio ventral de lintesti

anterior: el primordi respiratori, que creixera en sentit ventrocaudal.

Entre els dies 26-28 es produeix la primera divisidé, donant lloc a les gemmes
bronquials dreta i esquerra. D’aquesta manera es defineix la laringe i la traquea per
sobre d’aquesta ramificacié (la carina), i els bronquis principals dret i esquerre
caudalment. La segient divisié, al principi de la 5ena setmana, déna lloc a tres
gemmes bronquials secundaries a la dreta i dues a I'esquerra, cosa que determinara
els futurs Iobuls pulmonars. A la sisena setmana aquests bronquis lobars generaran
els bronquis segmentaris (deu a cada banda). Aquestes ramificacions principals son

les que tenen lloc durant el periode embrionari de desenvolupament pulmonar.

Entre la 6ena i 16ena setmana, durant el periode pseudoglandular, I'arbre respiratori
experimentara fins a 14 ramificacions més, essent la darrera els bronquiols terminals.
Aixi doncs, entre la 4a i la 16ena setmana de gestacidé (corresponents als periodes
embrionari i pseudoglandular del desenvolupament pulmonar) I'arbre traqueobronquial
ha experimentat una nova divisi6 bronquial per cada setmana de gestacio,

aproximadament.

La segient fase en el desenvolupament pulmonar normal succeeix entre les 13 i 25
setmanes de gestaci6. Es I'anomenat periode canalicular. La seva aparici6 té lloc en
direcci6 cefalocaudal, és a dir, succeeix primer en els bronquiols més cefalics. No ens
ha d’estranyar, doncs, que hi hagi una coincidéncia temporal amb el final de la fase

prévia. En aquesta fase els bronquiols terminals es divideixen en dos o més bronquiols

21



respiratoris, alhora que el mesoderma que envolta aquestes estructures es

vascularitza intensament.

Les setmanes des de la 24 fins al naixement comprenen el periode sacular. En
aquesta fase els bronquiols respiratoris produeixen una darrera generacié de branques
romes: els sacs terminals. La formaci6é de sacs terminals no s’acaba fins ben entrada
la infancia: just abans del naixement hi ha entre 20 i 70 milions de sacs terminals,
mentre que el pulmé adult en conté entre 300 i 400 milions. En aquesta fase hi ha dos
canvis molt significatius que permetrien una respiracié relativament efica¢c en cas de
part prematur:
- Un aprimament de l'epiteli cubic dels espais respiratoris juntament amb
I'aparicié de pneumocits tipus Il, que secretaran surfactant.
- Una proliferacié dels capil-lars sanguinis pulmonars, que ja protrueixen cap
als sacs terminals. Aquest fet és indicatiu de la maxima proximitat entre la

via respiratoria i la circulacié pulmonar.

La darrera fase del desenvolupament pulmonar, el periode alveolar, compren des de
les 29 setmanes fins als 8 anys. Es caracteritza per la maduracié dels sacs terminals.
Els sacs es revesteixen d’'una densa xarxa de capil-lars i formen els alvéols primitius.
L’epiteli dels alvéols primitius s’anira aprimant progressivament (ja després del
naixement) per donar lloc als alvéols madurs. La formaci6é d’alvéols immadurs té lloc
fins als 8 anys d’edat. Gairebé no hi ha cap alvéol madur al nadd, la maduracio

definitiva dels alvéols es produira més endavant.
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Figura 2: Esquema del desenvolupament de I'arbre traqueobronquial(61)

Figura 3: Fases del desenvolupament pulmonar(61)
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Taula 3: Resum cronologic de I'embriologia dels pulmons i del diafragma

Periode de | Principals esdeveniments
desenvolupament

pulmonar*

Dia 22 Embrionari (4 a6 SG) | Aparicié septum transversum i primordi respiratori.

4 SG Primeres ramificacions: laringe, traquea, carina, bronquis principals dret i
esquerre.

5S8SG Separacioé cavitats pericardica i pleurals (canals pleuroperitoneals
oberts).

Desenvolupament dels plecs pleuroperitoneals.

6 SG Bronquis lobars principals (3 dreta i 2 esquerra).

Bronquis segmentaris (3a generaci6 de bronquis)

10 SG Pseudoglandular (6-16 | Tancament definitiu diafragma (8-10 SG)

6-16 SG) 14 ordres de ramificaci6é bronquial més (16 generacions bronquials fins a
arribar als bronquiols terminals).

Les artéries bronquials es divideixen i ramifiquen en paral-lel als

bronquis.

13-25 SG Canalicular Ramificacié dels bronquiols terminals en bronquiols respiratoris (17-19
ordres de divisié bronquial)

Intensa vasculartizacio al voltant d'aquests.

24- naixement Sacular Aparici6 dels sacs terminals (20 divisions bronquials)
Aprimament epiteli respiratori. Comencen a aparéixer pneumacits II.

Els capil-lars pulmonars protrueixen cap als sacs respiratoris.

29SG - 8 anys Alveolar Alvéols immadurs (20-22 generacions bronquials).
Alvéols madurs (23 divisions bronquials)
Capil-lars al voltant dels alvéols. La interfase aire-sang es limita a la

paret cel-lular del pneumocit i I'endoteli vascular.

*Com ja hem explicat, hi ha un solapament entre les diferents fases de maduracié bronquial.

c. El desenvolupament vascular pulmonar(61)

El desenvolupament vascular pulmonar comeng¢a durant la fase embrionaria de
desenvolupament pulmonar. El fruncus arteriosus es divideix en l'aorta i l'artéria
pulmonar durant la 8ena setmana de gestacié, mitjangant el creixement en forma
espiral del septe aortopulmonar. L’artéria pulmonar primitiva connectara amb els arcs
pulmonars, les artéries del 6& arc branquial. El mesénquima que envolta les gemmes
pulmonars es desenvolupara cap a teixit vascular. En aquest procés es produeixen
tant els fendmens de vasculogénesi com d’angiogénesi. La vasculogénesi fa referéncia
a la formacié i organitzacié de novo de vasos sanguinis per diferenciacié in situ dels
precursors endotelilals (angioblasts) a partir del mesénquima. Per angiogénesi
entenem el procés de ramificacié de vasos existents per formar-ne de nous. Hi ha
multiples factors de creixement que regulen aquests processos, dels quals podem

esmentar el factor de creixement vascular endotelial (VEGF), el factor de creixement
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transformador-3 (TGF-B), el factor de creixement de fibroblasts (FGF), el factor de

creixement derivat de plaquetes (PDGF) i I'angiopoietina, entre d’altres.

Hi ha una sincronitzacié entre el desenvolupament de l'arbre bronquial i el vascular.
Les branques arterials preaciniques, ja estan presents a la setmana 20 de gestacié.
Les branques intraaciniques, en canvi, es desenvoluparan més tard i fins i tot després

del naixement.

Les venes es desenvolupen en parallel a les artéries, perd emergeixen del
meseénquima lliure que hi ha als septes pulmonars, i per aixd van a fusionar-se amb

l'auricula esquerra.

Cap al final de la gestaci6, el nombre de petites artéries pulmonars augmenta molt,
tant en termes absoluts com per unitat de volum. Al fetus, hi ha una hipertensié
pulmonar fisiologica (el fetus no respira). La major part de la despesa cardiaca dreta
se salta la circulacié pulmonar, a través del ductus arteriosus. En aquest moment, les
resisténcies vasculars pulmonars sén molt elevades, i la pressié pulmonar és similar a
la sistémica. Segurament el mecanisme clau que manté aquestes altes resisténcies és
la baixa pressié d’oxigen de la sang fetal, al voltant de 25 mmHg. Per exemple, la
regulacié d’alguns enzims claus per al manteniment d’aquest to vascular elevat, com

I'dxid nitric sintasa, depén de la pressio parcial d’oxigen.

Quan el nadé neix, hi ha una caiguda brusca de les resisténcies vasculars, cosa que
permet dirigir la meitat de la despesa cardiaca total cap als pulmons. Aixd determina
que la circulacié pulmonar augmenti de 8 a 10 cops el seu volum/minut. El retorn
vends cap a lauricula esquerra també augmenta, i d’aquesta manera es tanca la
valvula unidireccional del foramen ovale. Les resisténcies vasculars sistémiques,
augmenten en desaparéixer el sistema de baixa pressidé placentari. Tot aixd0 passa
rapidament després del naixement, tot i que les resisténcies vasculars pulmonars
continuen disminuint durant mesos fins a arribar als nivells de I'adult. Com que les
resisténcies pulmonars cauen fins molt per sota de les sistémiques, el flux de sang a
través del ductus s’inverteix; finalment, el ductus arteriosus es tanca funcionalment al

llarg de les primeres hores de vida.
Els principals estimuls que afavoreixen la caiguda de les resisténcies pulmonars soén la
ventilacié i distensié dels pulmons amb aire i 'augment de la pressi6 parcial d’oxigen

en sang.
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6. El desenvolupament en una situacié d’hérnia diafragmatica. Justificacié de la

hipoplasia pulmonar i la hipertensié pulmonar associades.

Tant si ja hi ha una afectaci6 primaria del pulm6 en I'HD com si no hi és, el
desenvolupament pulmonar es veu alterat per la preséncia de les visceres abdominals
al torax en la fase pseudoglandular precog. El procés de ramificacié bronquial és el
principal esdeveniment en aquest periode, moment en qué també culmina el
tancament definitiu del diafragma en condicions normals (10 SG). L’'ocupacié toracica
per 'HD compromet aquest procés de ramificacio, de tal manera que les ramificacions
bronquials (preaciniques) estan disminuides en 1/3 o 2/3 en tots dos pulmons, més a
la banda afecta(43). Thibeault i col-laboradors van demostrar que el volum pulmonar
esta globalment reduit entre un 10 i un 30% en aquells que moren en menys de
24h(62).

Aquesta afectacidé de la ramificacié pulmonar és la base de la hipoplasia pulmonar
associada a I'HD. Tots els models quirurgics d’hérnia diafragmatica existents (com el
que hem fet nosaltres) sén capagos de generar una hipoplasia pulmonar. La gran
diferéncia és que la confeccié quirtrgica del defecte diafragmatic té lloc de manera
més tardana que el que succeeix de forma espontania en els casos d’'HD.

Chapin, a partir d'un model d’'HD i OT en rata, especula que I'HD causa hipoplasia
pulmonar per dos mecanismes. Un d’ells, ja comentat, és la compressidé dels pulmons i
el compromis del seu desenvolupament per la preséncia de visceres abdominals al
torax. L’altra causa d’hipoplasia pulmonar en els pacients amb HD és més subtil. L’'HD
impedeix els moviments respiratoris ciclics. Es molt probable que l'individu amb HD
faci aquests moviments inefectius. Quan aixo passa, I'individu obre la glotis. El balang
global és el d’'una pérdua de liquid pulmonar, cosa que disminueix la pressié de

sobredistensid, que és un estimul per fer créixer els pulmons(63).

El desenvolupament de I'arbre vascular pulmonar s’altera a partir de les 12-14 SG. Els
vasos sdn més petits en relaci6 amb el volum pulmonar(64). Com que la secci6 de
I'arbre vascular disminueix, augmenta la seva resisténcia al flux de sang, cosa que
contribueix a la hipertensié pulmonar persistent de I'HD. El canvi patoldogic més
cridaner en els casos d'HD amb hipertensié pulmonar persistent és 'augment del gruix
de la tunica mitja (capa muscular) i adventicia de la paret arterial dels vasos
pulmonars. De fet, les arterioles poden estar muscularitzades en excés fins a arribar a
nivell intraacinic (on de manera normal identificarem les arterioles per la seva paret
elastica, no muscular). La hipertrofia de la capa muscular és proporcional al grau

d’hipoplasia pulmonar(64).
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7. El tractament prenatal de I’hérnia diafragmatica.

Quan un nadé amb HD neix, el grau d’hipoplasia pulmonar i HTP que presenti sera
determinant per a la seva supervivencia. En els casos més greus, malgrat tots els
avencos moderns, no sera possible fer res per salvar la vida del pacient. Es en

aquests casos que esta indicada la terapia fetal.

a. Tractaments fetals: 50 anys d’historia(65).

La terapia fetal es proposa per aquells trastorns amb diagnodstic prenatal el tractament
dels quals no pot diferir-se fins al naixement sense que s’hagi produit la mort o
sequeles greus(65). Els procediments poden ser tan senzills com I'administracié de
glucocorticoides a la mare perquée arribin al nadé de forma transplacentaria i hi
estimulin la maduracié pulmonar. Aquest procediment, que fou descrit inicialment el
1972 per Liggins i Howie(66), és tan comu avui en dia que ja ens oblidem de
considerar-lo com a un tractament fetal. En aquest apartat, perd, del qué ens

ocuparem sera dels procediments fetals invasius.

Aquesta historia comenga el 1961 amb una transfusié a un fetus(67). En aquell
moment encara no s’havien desenvolupat els ecografs i es va tractar d’'una punci6 fetal
a cegues. Perd per realitzar una exsanguinotransfusié, per exemple, es requeria
I'accés directe a la circulacio fetal. Aixd fou possible a través d’una histerotomia(68) i ja

més endavant, guiats per fetoscopia(69).

La histdria moderna de la cirurgia fetal comenca a San Francisco de la ma del Dr.
Michael R. Harrison. Des del primer moment, I'hérnia diafragmatica constituira
I'objectiu de la seva experimentacio, tot i que pel cami s’han obert portes a moltes
altres patologies i camps d’actuacio. D’entrada calia establir uns criteris que havien de
complir aquelles patologies susceptibles de rebre un tractament prenatal. Aquests
criteris foren consensuats per la Societat Internacional de Medicina i Cirurgia Fetal

(IFMSS) I'any 1982(70). La taula seglient ens els presenta:
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Taula 4: Requisits d’una patologia per a ser susceptible de tractament prenatal(65)

Diagnostic i valoracio de la gravetat acurats, amb I'exclusio d’altres anomalies associades.

Historia natural de la malaltia ben documentada, i amb un prondstic establert.

1

2

3. Manca d’'una terapia postnatal efectiva en el moment actual.

4. La cirurgia in utero ha d’haver-se demostrat efica¢ en models animals, on s’han d’haver revertit

els efectes nocius de la malformacio.

5. Les intervencions han de ser realitzades a carrec d’'un equip especialitzat multidisciplinari en un
centre de cirurgia fetal, sota protocols estrictes, amb I'aprovacio dels comités locals d’etica i amb

el consentiment informat de la mare o familiars.

Iniciar un programa de cirurgia fetal requeria superar moltes dificultats. La més
important era com entrar i sortir de la cavitat uterina per poder accedir al fetus sense
risc. Per aix0 la historia de la cirurgia fetal és una historia de cirurgia experimental, en
qué els models animals hi tenen un paper cabdal. La ruptura prematura de membranes
i el part prematur encara sén, avui en dia, el gran talé d’Aquil-les i el principal fre de la
cirurgia fetal(65;71).

Ja abans de la Segona Guerra Mundial, Barron realitza nombrosos experiments sobre
fetus d’ovella, als quals hi accedia a través d’'una histerotomia que segellava amb una
bossa de tabac(72). Jost, el 1946, fou capag¢ de manipular fetus de conill (els realitzava
una orquiectomia per demostrar que aixd comprometia el desenvolupament endocri).
Més tard, Louw i Barnard (1955) van aconseguir el primer model d’'una malformacié
fetal, reproduint una atrésia intestinal per isquémia intestinal(73). Els models quirurgics
de coartaci6 d’aorta, hernia diafragmatica i hidronefrosi foren assolits més tard.
Aquests models servien per coneixer la fisiopatologia de la malformacié, perd més tard
també van tenir la utilitat d’assajar possibles tractaments fetals. Per ultim, i com a pas
previ al tractament en humans, fou necessaria I'experimentacié de moltes técniques

sobre primats no humans(74;75).

La primera cirurgia fetal oberta es realitza a San Francisco i va consistir en un cas
d’obstruccié ureterovesical bilateral. Es van realitzar dues ureterostomies. Tot i que no
hi hagueren complicacions maternes, el fetus mai va produir orina. Aquest mateix grup
de San Francisco ja va observar que la majoria dels pacients amb una obstruccio
urinaria podien ser descomprimits de forma efectiva amb wuna derivacié
vesicoamnidtica(76;77). Els shunts també es van proposar per al tractament de la

hidrocefalia, pero els experiments animals mai van donar cap resultat positiu(78)
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La taula 5 exposa les indicacions de cirurgia fetal acceptades en I'actualitat(65).

Respecte les primeres patologies que es van tractar observem dos canvis significatius:

la cirurgia fetal oberta gairebé no té cap indicacio, (llevat de la reparaci6 del
mielomeningocele —sense que hi hagi un consens absolut- i alguns tumors
toracics o el teratoma sacrococcigi amb insuficiéncia cardiaca);

hi ha un ampli grup de pacients, d’altra manera sans, afectes de problemes
a la placenta, el cordd o les membranes als quals se’ls ofereix la possibilitat
de tractament fetal. El paradigma d’aquest grup el constitueix la sindrome
de transfusi6 fetofetal en gestacions gemelars monocoridoniques. El fet que
aquestes patologies (que ni apareixien en les indicacions inicials)
constitueixin ara una de les aplicacions més inqlestionables de la cirurgia
fetal s'ha produit per la gran implicacié dels obstetres en el camp de la

medicina fetal.
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Taula 5: Indicacions actuals de cirurgia fetal (oberta o minimament invasiva)

Cirurgia fetal

Criteri pel tractament fetal

Cirurgia sobre el fetus

Heérnia diafragmatica

Revertir la hipoplasia pulmonar i evitar la hipertensié pulmonar

Teratoma sacrococcigi

Finalitzar el fenomen de robatori de sang pel tumor, revertir la insuficiencia cardiaca

associada i prevenir el polihidramni

Lesions toraciques ocupants d’espai

Evitar la hipoplasia pulmonar i/o revertir la insuficiéncia cardiaca i el polihidramni

Obstruccio del tracte urinari inferior

Prevencio de la insuficiencia renal i la hipoplasia pulmonar

Malformacions cardiaques

Prevencié de la hipoplasia cardiaca o del dany progressiu i irreversible de la funcioé

miocardica sobre el cor en desenvolupament

Mielomeningocele

Cobrir la medul-la exposada i eliminar la pérdua de LCR per tal d’evitar la hidrocefalia, la

malformaci6é d’Arnold-Chiari i I'afectacié neuroldgica progressiva

Cirurgia sobre la placenta, cordé o membranes

Bessonades monocorials complicades:
- Twin-twin transfusion syndrome (TTTS)
- Twin-reversed-arterial-perfusion sequence
(TRAP) i altres anomalies amb discordancia

- Twin anemia polycythaemia sequence

- Restriccio selectiva del creixement intrauteri

Evitar la transfusio6 fetofetal i les seves conseqiiéncies:

- Evitar el part prematur
- Prevencio del dany potencial sobre un o els dos bessons
- Revertir la insuficiéncia cardiaca o polihidramni en alguns casos de TTTS o TRAP

- En alguns casos, un feticidi selectiu pot ser I'objectiu per si mateix

Sindrome de brides amniotiques

Prevencio de deformitats i pérdua de funcié

Corioangioma

Prevenir o revertir la insuficiéncia cardiaca, I'hidrops fetoplacentari i el polihidramni
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b. Justificacié del tractament fetal de I'HD

Com ja hem comentat, la base ética que justifica el tractament prenatal de I'hérnia
diafragmatica és I'existéncia d’'un subgrup de pacients amb molt mal prondstic i que
moren malgrat tots els esforgos proporcionats amb la terapia postnatal. Diversos
estudis suggereixen que la proporcié d’individus amb hernia diafragmatica aillada letal
se situa entre gairebé el 20 i 30% dels casos o potser més(24;65).

El més important de tot, és que avui en dia som capacos d’identificar aquest subgrup
de pacients amb una hérnia diafragmatica d’alt risc. Per exemple, el nostre grup (i la
majoria dels grups europeus que ofereixen terapia fetal per I'hérnia diafragmatica)
estima el risc dels nadons amb hérnia diafragmatica mitjangant una combinacié de
parametres. Els més importants sén el grau d’hipoplasia pulmonar i la posicié del
fetge. La hipoplasia pulmonar s’estima a partir de la mesura del pulmé contralateral a
I'hérnia en un tall ecografic especific i estandarditzat, amb visi6 de les 4 cameres
cardiaques (en casos greus d'hérnia dreta, el pla de les 4 cameres pot estar molt
desviat i conduir-nos a errors en l'estimacié de la grandaria del pulmé; podem fer una
correccio fixant-nos, per exemple, en qué el pla de referéncia sobre el qual mesurem el
pulmé esquerre es mantingui paral-lel a les costelles). Aquesta mesura pulmonar es
correlaciona amb el perimetre cranial i s’obté el lung-to-head ratio (LHR). La correlacioé
amb el perimetre cranial es fa per tal d’evitar el biaix que suposa 'edat gestacional en
aquesta mesura. Durant molts anys aquest parametre ha estat la millor referéncia
disponible(79). Tanmateix, es va observar que el LHR si que oscil-la al llarg de la
gestacidé (per aixd es recomanava fer la mesura al voltant de les 24 SG). Per tal de
compensar aquest efecte, s’ha creat una taula de normalitat del LHR al llarg de la
gestacié. El parametre que es valora actualment és el quocient entre el LHR observat
(el del pacient) respecte el LHR esperat per I'edat gestacional i que obtenim de la taula
de referéncia. Aquesta mesura s’anomena o/e LHR(80) (observed-to-expected lung-to-
head ratio), i s’expressa com un %. La posicié del fetge (parcialment al torax o
completament a I'abdomen: liver up/down) també es fa servir com a estimador de
gravetat. Per exemple, el nostre grup disposa de taules i grafiques de supervivéncia
(obtingudes amb els resultats de fetus als quals no s’ha realitzat tractament fetal perd
si un tractament neonatal de qualitat) per tal d’estimar el risc de mort d’un fetus concret

amb HD. La seguent figura i taula ho demostren(65).
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Figura 4: Corba de supervivéncia dels fetus amb una HD esquerra aillada en funci6 de

l'o/e LHR i la posicio del fetge
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Taula 6: Simplificaci6 de la Figura 4

e I

moderate mild ]

26-35 36-45 46 and higher

O/ELHR [%)

- liver in abdomen (“down”)

o/e LHR (%) Posicio fetge® Pronostic Supervivéncia®
26-35 Qualsevol
Moderat® 20-70%
Torax

35-45

Abdomen

Bo > 60-70%

> 46 Qualsevol

°En igualtat d’o/e LHR la localitzacié del fetge al torax sempre empitjora el pronostic, encara que el pacient pugui no

variar del grup al qual s’ha adjudicat

bSupervivéncia sense tractament fetal, amb el millor tractament postnatal possible

°Obviament aquest grup és el més heterogeni, on hi caben casos bons o francament desfavorables

Hem observat que les mesures hemodinamiques també es relacionen amb el prondstic

del fetus. Els parametres hemodinamics més caracteristics son els de I'ona de pols de

I'artéria pulmonar (especialment I'index de pulsatilitat i la preséncia de flux retrograd a

I'artéria pulmonar) i la fraccié de sang que perfon els pulmons. En igualtat de o/e LHR i

posicié del fetge, aquell fetus amb parametres hemodinamics de mal pronostic té una

probabilitat de supervivéncia molt menor que un altre fetus amb els parametres

hemodinamics bons(81-83).

Finalment, també té valor la resposta observada al tractament fetal; el pronostic

empitjora si no milloren els parametres hemodinamics(81).
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c. Models animals d’HD.

Ja hem comentat que un requisit que ha de satisfer una malformacio per a poder ser
tractada prenatalment és un bon model animal. La reparaci6é fetal del model ha de

corregir la malformacié o bé disminuir la gravetat de les seves consequéncies.

Els primers models que van fer servir els investigadors per estudiar 'HD foren models
quirurgics. Anteriorment ja s’havia descobert algun altre model d’hérnia (com la que es
produeix en els cadells de rates que han estat privades de vitamina A durant la
gestacio)(84-86).

Els models quirdrgics confeccionen una hérnia diafragmatica mitjancant una
intervencio fetal en qué es crea un defecte al diafragma. De tots els animals emprats,
'ovella ha estat, per la grandaria del seu fetus, el més utilitzat pels cirurgians per
demostrar I'aplicabilitat de les diferents técniques quirirgiques. Altres animals que
s’han fet servir sén: gossos, conills i primats, aquests ultims com a pas previ a les
intervencions fetals en humans.

Des d’'un punt de vista patogénic, els models quirlirgics tenen el desavantatge que
parteixen d’uns pulmons i diafragma normals fins al moment de la intervenci6. Perqué
el model sigui el més semblant possible al que té lloc en 'huma, cal que la confeccio
del defecte sigui el més precog possible(87). Tanmateix sempre proporcionaran menys
informacié sobre I'etiologia i els mecanismes responsables del defecte diafragmatic i
del compromis en el creixement i maduracié del pulmé(40). Tot i aixd, partir d’'un
animal sa té l'avantatge que s’evita la interferéncia sobre altres mecanismes del
desenvolupament que els teratdgens, déficits vitaminics o mutacions genétiques

puguin tenir.

El model genétic d’HD, en canvi, si que ens aporta una informacié valuosa sobre els
mecanismes etioldgics i de desenvolupament que mencionavem abans. Aix0 és
especialment cert en ratolins knockout, dissenyats perqué no expressin algun gen clau
que molt freqlientment es troba deleccionat o duplicat en els pacients humans amb
HD.

La figura 5, per exemple, ens ensenya les regions del genoma huma amb algun dels
gens que més frequentment s’han vist relacionats amb I'aparicié d’HD. Molts d’aquests
gens han servit per dissenyar animals transgénics com a model d’HD. De totes
maneres, la correlacié de les troballes d’aquests models animals a 'HD en humans és
dificil, ja que cada model limita a una unica mutacié genética la seva capacitat de

generar una HD. Com ja hem comentat, fins ara només s’ha identificat un pacient
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huma que presenti la mateixa mutacié observada en un model experimental: la del gen
FOG2(36).

Figura 5: Alguns dels gens implicats en I'D de I'ésser huma(40)
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Figure 2. Most important commonly deleted or duplicated regions in human patients and their candidate genes are indicated by bars
beside the chromosomes. Grey bar: deleted region. Black bar: duplicated region. Gene names in italics: muscularization defect in animal
model. Gene names underlined: diaphragm defect in animal model. Gene names in grey: no animal model known, candidate gene based
on cytogenetic position and /or function.

La contribuci6é especifica que cada model d’'HD ha aportat al corpus de coneixement
de la malformacioé és una informacié excessiva que sobrepassa aquesta introduccio.
Algunes pinzellades ja han estat esmentades, o ho seran al llarg de les properes
seccions. Les seglients cites corresponen a revisions que excel-leixen en algun(s) dels
models d’HD: (40;55;88-90).

Probablement el model animal en qué més estudis s’han dut a terme és el model
teratogénic d’HD amb nitrofé en rosegadors (ratolins i rates). El nitrofé és el nom
habitual de I'herbicida 2,4-diclor-p-nitrodifenil éter. El seu Us com a herbicida esta
prohibit a la majoria de paisos desenvolupats pel seu potencial carcinogen. En
rosegadors é€s un potent agent teratogénic. Hi indueix hérnia diafragmatica, un ampli
espectre de malformacions cardiovasculars i agenésia de les glandules de Harderian
(una membrana que envolta el nervi optic dels rosegadors i produeix melatonina, lipids
i protoporfirina IX en resposta a I'estrés)(91). En aquest model tant la dosi de nitrofé
com el moment en qué s’administra sén claus per reproduir I'espectre de
malformacions de I'HD(90). Per exemple, en rates s’obtenen HD esquerres quan
s’administra el nitrofé el dia 9,5 de gestacid, mentre que majoritariament son dretes
quan aquest toxic s’administra en el dia 12,5(34;92;93). Els estudis realitzats sobre
aquest model han permés conéixer en profunditat diferents vies metaboliques que
regulen el desenvolupament fetal. De totes aquestes vies metaboliques en relacié amb
I'HD, la via de I'acid retinoic és la més estudiada. En aquest sentit, el model d’hérnia

diafragmatica per déficit de vitamina A és forga similar al del nitrofe.
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d. Historia de la cirurgia fetal experimental de 'HD

Si bé els models teratogénics o genétics d’'HD sén els que ens han aportat un grau de
coneixement més gran de la fisiopatologia de I'HD, els models quirurgics, especialment
en animals grossos (com les ovelles), han estat el banc de proves de totes les
técniques quirdrgiques i procediments fetals realitzats.

Un dels primers passos que van demostrar els pioners de la medicina fetal fou que la
hipoplasia pulmonar de I'HD podia millorar o revertir-se per una intervencié fetal.
Haller, 'any 1976, va crear un model dhipoplasia pulmonar en ovelles molt
elegant(94). Va simular una hérnia diafragmatica tot inflant un bal6 dins del torax dels
fetus. Un cop validat aquest model, els autors van comprovar que desinflant aquest
bal6 es revertia la hipoplasia pulmonar(95;96). En un model dHD en ovelles,
seguidament, es va comprovar que la correccié quirurgica fetal de 'HD era factible
técnicament(76).

Per aix0, a finals de la década dels 80s, es van intervenir els primers fetus humans
amb HD als Estats Units(97) i, durant un breu periode de temps, també a Paris(98).
En un grup de fetus amb HD i fetge de localitzacié abdominal, s’assolia una reparacié
fetal efectiva, i amb una bona supervivéncia postnatal. Tanmateix, un assaig clinic va
demostrar que en aquest grup de pacients amb HD i el fetge a baix, la correcci6 fetal
de I'HD no oferia cap avantatge sobre el maneig postnatal habitual. Al contrari, el grup
tractat prenatalment patia un 21% de sequeles neurologiques(19). Aquest grup de
pacients, doncs, fou descartat com a beneficiari d’una intervencio fetal.

El grup de pacients amb HD i el fetge herniat al torax, en canvi, fou assenyalat com a
bon candidat al tractament prenatal, ja que el seu prondstic era pitjor(99). El problema
era que, malgrat tots els esforcos, la reduccié del fetge herniat a I'abdomen
comportava un pingament de la vena umbilical i aixd conduia, irremissiblement, cap a
la mort fetal(18). Aquesta doble realitat va fer que la cirurgia fetal oberta per 'HD

quedés suspesa definitivament.

Paral-lelament, es produeixen dos fets significatius: un redescobriment dels treballs
classics de Carmel(100) i I'observacio dels fetus afectats de CHAOS (congenital high
airway obstruction syndrome).

Carmel havia experimentat que la lligadura de la traquea fetal promovia un creixement
dels pulmons; contrariament, el drenatge cronic del liquid pulmonar (per exemple, a
través d’'una traqueotomia) provocava hipoplasia pulmonar(100).

Els fetus afectats per la sindrome CHAOS (per exemple, a causa d’'una atrésia de

laringe) tenen una obstrucci6 intrinseca de la via aéria principal. Caracteristicament,
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els pulmons d'aquests individus sén molt grossos, pesen més i arriben a evertir les
cupules dels diafragmes cap al abdomen.

Di Fiore (1994) fou el primer en suggerir que I'oclusio traqueal temporal en els fetus
amb HD podria revertir la hipoplasia pulmonar letal d’aquests nadons(101). Des
d’aquest moment, s’ha investigat ampliament la dinamica del liquid pulmonar i els
efectes de I'oclusio traqueal, sobre tot en els casos d’hérnia diafragmatica. El nostre
treball n'és un exemple. Al mateix temps, també s’ha fet molta recerca i innovacio
sobre la técnica que permeti I'oclusié traqueal d’'una manera més senzilla i eficient en
els nostres pacients. Aquestes investigacions han donat altres fruits, com la técnica de
'EXIT (ex utero intrapartum treatment), que té una aplicacié practica que trascendeix

el proposit per al qual fou dissenyada.

e. L’evidéncia cientifica de l'oclusié traqueal en I'HD

El paper del liquid pulmonar i les modificacions que ocasiona l'oclusi6é traqueal han
estat extensament estudiats en diversos models animals. Hi ha excel-lents revisions
d’aquest tema, com la oferta per Khan, que em serveix com a base per a desenvolupar

aquesta secci6(102).

Es sabut que tant els canvis de pressié pulmonar ciclics causats pels moviments
respiratoris com la distensié pulmonar mantinguda i tonica (que produeix la pressioé
hidrostatica del liquid pulmonar contra la glotis tancada) contribueixen al creixement i
desenvolupament pulmonar. Per exemple: diversos treballs han demostrat que
I'abséncia de liquid pulmonar condueix a pulmons mal desenvolupats(103;104); o bé
que la secci6 de la columna cervical per sobre del nervi frénic, i la paralisi dels
moviments respiratoris, també provoca hipoplasia pulmonar (en conills i
ovelles)(103;105).

Aquests experiments suggereixen que la distensié alveolar causada pel liquid
intrapulmonar participa de manera clau en la maduracié dels pulmons. Aquest liquid
és produit per I'epiteli pulmonar i predomina especialment a partir de la segona meitat
de la gestacio(106).

Es interessant observar que la major part de la vida fetal transcorre en una situacié
d’apnea, amb la glotis tancada. Aixd provoca un gradient de pressié positiu entre els
espais aeris i la cavitat amniota(107).

Si aquest gradient de pressié desapareix, arribarem a una situacié d'hipoplasia
pulmonar. Aixd pot aconseguir-se, per exemple, a través d’'una traqueostomia o d’'un

drenatge del liquid pulmonar a través de la laringe fetal(108).
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En canvi, quan aquest gradient es porta al maxim, com per exemple amb l'oclusié
traqueal, observem els efectes inversos, similars als dels nadons amb CHAOS
(afectats d’'una obstruccié congénita de la via aéria)(101;109-112). Els pulmons dels
nadons afectes de CHAOS sén hiperplasics, inverteixen el diafragma, tenen un pes en
sec més gran del qué els correspondria, uns alvéols més grans i presenten més

ramificacions aéries(113).

La primera descripcié d'una oclusi6é traqueal fou el 1965(100). Posteriorment, s'ha
demostrat que l'oclusié traqueal millora la funcié pulmonar en diferents models
d'hipoplasia pulmonar, molt especialment en I'HD (63;114-117).

Gairebé tots els models d'oclusi6 traqueal (al igual que a la practica clinica habitual)
han treballat a partir d'un bloqueig de la traquea en un moment relativament tarda de la
gestacio. L'oclusié traqueal afecta el creixement dels pulmons a les fases canalicular i,
sobretot, sacular. Aquest és un periode critic en el desenvolupament pulmonar, ja que
hi apareixen les primeres unitats funcionals capaces de realitzar l'intercanvi de gasos
de manera efectiva. En aquest periode (sacular) el pulmé no només creix en volum,
sind que augmenta exponencialment el nivell de septacié o de compartiments dels
sacs respiratoris (pseudoalveols), hi ha un aprimament del teixit intersticial i un gran
desenvolupament de la microvascularitzacié pulmonar.

A més a més, l'oclusié traqueal promou l'expressido de trofoelastina i la sintesi
d'elastina com a resposta a la distensi6. Aixd comporta que el pulmdé no només
augmenti de volum, siné que s’afavoreix la diferenciacié d'unitats funcionals que

faciliten l'intercanvi de gasos (alvéols)(118).

L'oclusié traqueal s'ha estudiat a partir de diversos models animals. En destaco els

seglents:

- L'ovella:

Es el model d’oclusié traqueal i HD més utilitzat, en part també perqué la
grandaria del seu fetus permet entrenar les técniques quirtrgiques utilitzades
en els humans.

En quin moment és millor realitzar I'oclusio traqueal ha estat molt estudiat amb
aquest model. Per exemple, 'OT a mitja gestacié (76-90 dies de gestacio;
terme=144 dies) indueix un creixement del pulmé superior al que s’observa
amb una OT tardana (114-128 dies de gestaci6). En contrapartida, produeix

hidrops fetal i canvis en I'estructura pulmonar que fan inefica¢ I'intercanvi de
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gasos, ja que augmenta el gruix del mesénquima entre l'endoteli vascular i
I'espai aeri(119).

Curiosament, pero, la sintesi d’ADN que desencadena I'OT als 125-127 dies és
superior a la que presenta quan I'OT es realitza entre els 112-114 dies de
gestacio. Es pensa que aixd és degut a qué el pulmé secreta una quantitat de
liquid superior en aquesta fase més tardana de la gestaci6(120).

Podriem estar temptats a creure que la sobredistensié pulmonar és I'Unic
estimul per fer créixer el pulm6é com a resposta a 'OT. Hi ha un treball molt
elegant on diariament se substituia el liquid pulmonar per la mateixa quantitat
de sérum fisioldgic. En aquestes ovelles, el creixement pulmonar que indueix
'OT quedava abolit. D’aquesta manera es demostra que els factors que
naturalment s’alliberen al liquid pulmonar sén els que desencadenen la
resposta a I'OT(121).

Algun dels factors de creixement pulmonar que s’han estudiat i que participen
en la resposta a I'OT soén: IGF1(122) i IGF2(123), TGF-p2(124). També s’ha
demostrat l'augment d'expressi6 de mMRNA calmodulina(125) i
trofoelastina(118).

D’altra banda, s’ha observat que I'OT provoca una pérdua de pneumaocits tipus
Il (PIl). EI recompte de PII disminueix 3 cops tot just a partir del 2on dia
d'oclusid, alhora que apareixen unes cél-lules intermediaries no diferenciades;
laugment de penumocits | (Pl) succeeix més tard, cosa que suggereix una
diferenciaci6 dels Pl cap a Pl (passant per aquelles céllules
intermediaries)(126;127)

Tanmateix, I'alliberacié de 'OT abans del moment del part(128) o el tractament
amb esteroids(129) poden rescatar la poblacié dels PII.

També s'ha observat que I'OT no només corregeix el déficit de creixement
pulmonar associat amb I'HD, siné que redueix la muscularitzacié excessiva de
les petites arterioles pulmonars dels individus amb HD no tractada(130;131).
Curiosament, quan s'intenta reproduir I'efecte de 'OT només sobre el pulmo
esquerre mitjangant I'oclusié selectiva del bronqui principal esquerre (en un
model d’'HD esquera en ovelles) s’observa un creixement d’aquest pulmo, perd
sense anar associat a la maduracié pulmonar observada en els casos
d’OT(132).

- El conill:
El model d'hérnia diafragmatica i oclusié traqueal en conills és, en esséncia, el

que hem reproduit nosaltres en aquest treball.
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Al conill, s’observa, com en tots els models, una hiperplasia pulmonar i un
augment de la maduracié secundaria a I'OT(133). També es troba una
davallada de la quantitat de pneumocits Il (Pll). La magnitud de I'efecte
aconseguit, aixi com la repercussié sobre els Pll depén del moment en qué té
lloc 'OT. Es creu que és més important el moment en qué es realitza I'oclusié
que la seva duracié. La resposta és optima amb una oclusié tardana, ja que
I'epiteli pulmonar és més madur i secretor(134).

Aixo també ho constaten altres autors. Als fetus amb HD i posterior oclusi6é
traqueal hi ha una proliferacié de PIl, sequida d’'una davallada posterior i una
pérdua de cél-lules intersticials. Una oclusié traqueal tardana corregeix la
morfologia de I'HD i conserva els PlI(135). També es corregeix el gruix de les
arterioles preaciniques i aciniques(135).

A partir d'aquestes dades, es considera que millorar la hipoplasia pulmonar no
és tan important com promoure la maduracié i diferenciacioé funcional durant el
tractament prenatal amb OT. Per tant, és més important que I'OT tingui lloc de
forma tardana en la gestacié i sigui de curta durada. Aixi es desencadenen els
mecanismes de maduracioé pulmonar, alhora que es preserva la poblacié de PII.
De fet, aquesta estratégia és la que es fa servir en la practica clinica actual.

Un altre avantatge dels treballs realitzats en conills és que en aquesta especie,
com en I'home, I'alveolaritzacié s’inicia intrauter. Aixd no passa ni a les rates ni
als ratolins. En aquest sentit, el model de conill és més fidel a la realitat de
I'home.

Un desavantatge important del model de conill (i que hem sofert en aquest
treball) és la limitada disposicié d’anticossos especifics, proteines i gens. Per
exemple: bona part dels treballs comentats que mesuren els PIl sobre conills
s’han realitzat amb un anticos contra la proteina A del surfactant, desenvolupat
especificament i puntualment per aquest proposit al Jap6; aquest anticds no

esta comercialitzat i, malauradament, no I'hem tingut a la nostra disposicié.

- Larata:

Tant la rata com el ratoli tenen el gran avantatge que permet usar el model
teratogenic d'HD amb nitrofé. Aquest compost crea una HD d’aparicié molt
preco¢ a I'embriogénesi, a diferéncia dels models quirurgics, cosa que la fa

més similar al que passa espontaniament a ’'home.
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En aquest model, 'OT augmenta el volum pulmonar, la seva superficie efectiva,
el volum del parénquima, el nhombre de sacs terminals i el recompte alveolar
radial, tot aixd sense que hi hagi un augment del nombre de divisions

bronquials efectives(63).

- Elratoli:

S’ha demostrat que 24 hores de lligadura traqueal al ratoli fan avancar el
desenvolupament pulmonar almenys 3 dies, des d’'un punt de vista morfologic.
Si 'OT s’allarga a 36 hores, el desenvolupament pulmonar s’accelera 5
dies(136).

Com sembla logic, els canvis induits per I'OT a nivell molecular i cel-lular precedeixen
als que poden observar-se a nivell morfologic. Aquests canvis inclouen una alteracio
en el patr6 de creixement normal del pulmd; d’aquesta manera, el balang entre
proliferacié cel-lular i apoptosi déna lloc a una acceleracid del creixement

pulmonar(137).

Per dltim, cal comentar que 'OT també ha demostrat que promou el creixement i
maduracié arterial (amb una disminucié del gruix de la capa muscular) tant en
ovelles(130;138), com en conills(117) o rates(116).

El VEGF, factor de creixement vascular endotelial, és un mediador clau en aquest
aspecte vascular. La sintesi de VEGF també es troba augmentada com a resposta a
'OT(139).

f. La practica de 'oclusié traqueal fins als nostres dies(65;140)

Després d’observar que la lligadura traqueal evitava la hipoplasia pulmonar provocada
amb un model de nefrectomia fetal, de manera ldgica i consequent, es va suggerir que
aquesta técnica podria aplicar-se a altres causes d’hipoplasia pulmonar, com
I'HD(109). L’any 1994 es demostra, per primer cop, que l'oclusié traqueal pot revertir la
hipoplasia pulmonar greu ocasionada per I'hérnia diafragmatica(101). Aviat, aquest
concepte fou conegut com a PLUG (plug the lung until it grows) strategy(110).

El principi d’aquesta nova aproximacidé es va caracteritzar per la recerca del millor
material que pogués obstruir la traquea amb les minimes sequeles. Es van provar clips
metal-lics, escumes i polimers que obturaven la llum traqueal, balons, paraiglies o

dispositius magnétics. Es tractava de trobar un sistema d’oclusié traqueal segur,
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senzill, reversible o facil de posar i treure, que no produis lesions locals i que fos
acceptable. Ja el 1995, a Lovaina (Bélgica), es va comencar a experimentar en ovelles
I'oclusio traqueal amb un bal6é que es col-locava a la traquea fetal per fetoscopia(141-
143).

La primera oclusio traqueal en humans es realitza mitjangant una laparotomia materna,
seguida d’'una histerotomia, de la disseccidé del coll fetal i l'aplicacié d’un clip a la
traquea(144).

El naixement d’'un nad6 amb la traquea lligada plantejava un problema obvi que calia
resoldre. Es va desenvolupar una nova técnica, anomenada EXIT (ex utero
intrapartum treatment), que permetia retirar el clip traqueal i assegurar la via aéria
mentre el fetus encara restava sota el suport de la circulacié uteroplacentaria(111). En
esséncia, 'EXIT és una cesaria modificada de tal manera que puguem garantir que el
fetus manté I'oxigenaci6 a través dels vasos umbilicals, alhora que s’assegura la seva
via aéria. Les modificacions més importants que cal fer s6n(61):

- Mantenir I'Gter relaxat, per permetre la circulacié uteroplacentaria eficient
pel fetus. Es fan servir anestésics inhalats i una anestésia general profunda
per a la mare. Tot i aix0 cal que la mare mantingui una pressié sanguinia
adequada; d’aixd en depén el benestar fetal. LEXIT ens déna uns 20-25
minuts de bona relaxacié uterina per a poder treballar sobre el fetus i
assegurar la via aéria, el principal objectiu d’aquesta técnica. Podem
allargar aquest temps de relaxacié uterina, perd amb un augment del risc de
complicacions maternes o fetals (cm ara atonia uterina, despreniment de
placenta, mort o sequieles del fetus).

- Assegurar una bona hemostasia de les vores de la histerotomia (I'Uter esta
relaxat cosa que afavoreix el sagnat). Hi ha una grapadora especifica per a
la paret uterina.

- No extreure el fetus completament durant el temps en qué duri 'EXIT. Cal
preservar el volum uteri per tal d’evitar el despreniment de la placenta i la
contracci6 de I'tter, la qual cosa faria impossible mantenir I'oxigenacio fetal.
Ens limitem a exposar el cap i el coll, per poder treballar sobre la via aéria, i
un brag, per monitoritzar la saturacio i freqiéncia cardiaca fetal (cosa que
també pot fer-se sota control ecografic).

- Subministrar el nivell just d’anestésia fetal per poder-lo intervenir sense

produir una depressi6 cardiaca.

41



- Garantir una contraccié rapida i eficient de l'uter un cop finalitzat el
procediment i extret el nadd per tal d’evitar una atonia uterina i una
hemorragia materna greu.

- Una cesaria convencional, en canvi, és un procediment que pot fer-se amb
anestésia regional i en qué no ens interessa que els agents anestésics
passin al fetus. Es realitza relativament rapid i el fetus s’extreu
completament, es pin¢a el cordé umbilical i se I'estimula perqué respiri de
manera autonoma. L'Uter s’ha de contraure rapidament de forma tonica,
perqué s’obliterin els petits vasos que podrien produir una hemorragia

materna important.

L’EXIT implica un gran treball d’equip, sincronitzat i multidisciplinari. Formen part
d’aquest equip: un o dos obstetres o especialistes en medicina maternofetal (i en
ecografia fetal), un o dos cirurgians pediatrics (o otorrinolaringdlegs pediatrics), un
neonatoleg, un o dos anestesistes (per la mare i el fetus), dues infermeres de quirdfan
especialitzades, dues infermeres circulants. Si ens hi fixem, I'equip suma un minim de
10 persones; habitualment el procediment atrau molta atencié i encara se n'hi
afegeixen més. Es freqtient arribar a comptar més de 20 persones al quirdfan on té lloc
un EXIT. Per aixd la coordinacié entre el nucli dels professionals involucrats ha de ser
total.

Aquesta técnica, que va permetre retirar els clips de la traquea dels nadons amb HD
amb seguretat i sense pressa, de seguida va utilitzar-se per a altres nadons amb un
compromis de la via aéria. Assegurar la via aéria fetal és 'objectiu final de la técnica.
Hi ha diverses maneres d’assolir-ho i cal actuar amb eficiéncia (el temps importa) i
amb la minima morbiditat fetal. De menys a més agressivitat els procediments per tal
d’obtenir una via aéria segura soén: laringoscopia directa i intubacié orotraqueal;
broncoscopia (flexible o rigida) i intubaci6 a través del broncoscopi; intubacié
retrograda (passar una guia a través d’'una petita traqueotomia fins a ser visible per
I'orofaringe i, amb aquest ajut, fer una intubacié orotraqueal); traqueotomia reglada;
reseccio de la massa tumoral.

Aquestes son les indicacions actuals de 'EXIT(61;145):
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Taula 7: indicacions actuals de I'ex utero intrapartum treatment’

1.- Masses orals i cervicals 3.- Revertir I'oclusié traqueal

Teratoma cervical i/o facial Retirada del balé traqueal i rentats amb

surfactant de 'arbre traqueobronquial3

Limfangioma 4.- EXIT-to-ECMO*
Altres  tumors:  hemangioma, goll, HD greus

neuroblas-toma

2.- EXIT-to-resection” Malformacions cardiaques (alguns casos

d’hipoplasia de cavitats esquerres o
estenosi aortica amb septe auricular

intacte o restrictiu)

Masses mediastiniques HD + malformacio6 cardiaca
Teratoma 5.- Altres indicacions®
Limfangioma EXIT-to-separation (per siamesos)
Masses pulmonars Sindrome d’obstrucci6é congénita de la via
aéria (CHAOS)
Malformacié adenomatoidea Atrésia de traquea
quistica
Segrest broncopulmonar Atrésia de laringe
Altres masses EXIT-to-airway per a pacients amb
micrognatia

Adaptacié de la taula presentada al llibre Fanaroff and Martin’s Neonatal-Perinatal Medicine (9a
Edicio; 2011) d’acord amb la nostra propia experiéncia.

Al nostre grup hem fet la reseccié de tumors de la cavitat oral, com epignatus, que dificultaven la
intubacié traqueal; fins ara, mai no s’ha donat el cas o la necessitat d’haver de resecar una
massa toracica.

També hem indicat un EXIT per fer un rentat broncopulmonar en una pacient amb un liquid
amniotic hematic; la nostra experiencia en altres casos similars demostra que aquests fetus
tenen un risc important de destret respiratori posterior.

La transicié de 'EXIT a 'ECMO no forma part del nostre protocol habitual ni a 'HD ni a les
malformacions cardiaques. L’he inclos a la llista perque és una indicacié d’EXIT a altres centres
del mon.

lgual que en l'apartat anterior, per nosaltres 'EXIT no té una indicacié principal en aquests

casos. Fins ara no hem indicat mai 'EXIT per cap d’aquestes patologies.

Aviat es va fer un pas més, eliminant la necessitat d’'una cirurgia fetal oberta per a les

oclusions traqueals. Encara a través d’'una laparotomia, es col-locaven diversos ports

sobre la paret uterina per a realitzar la disseccié i clipatge de la traquea(146-148).

Els clips traqueals, pero, deixaven sequeles sobre aquest dorgan, com ara una malacia

greu(140). Per aixo foren substituits per I'oclusio traqueal amb bald, amb una técnica

similar a la que havia descrit el grup europeu(141;142). Els primers casos es van

realitzar amb I'is d’un sol trocar de 4,5mm inserit directament sobre I'Uter (que s’havia

exposat a través d’'una laparotomia materna)(149). Quintero, I'any 2000, fou el primer
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en intentar una oclusi6 traqueal percutania guiada per fetoscopia (malauradament el
procediment no ser reeixit i el nadd va morir en néixer)(65).

A l'altra banda de I'Atlantic, a Europa, van ser capagos de realitzar I'oclusié traqueal
per fetoscoOpia a través d’'un unic port de 3,3 mm de diametre. El balé traqueal,
inicialment, es retirava al moment del part, que tenia lloc segons la técnica d’EXIT ja
descrita. Aviat, pero, el procediment es va millorar i va passar a realitzar-se sota
sedaci6é i anestésia local (en comptes d’anestésia general materna); els balons es
retiraven per puncié o per una segona fetoscopia. Aixd va permetre que els nadons
amb HD i tractament fetal (i les seves mares) poguessin beneficiar-se, també, d’'un part
vaginal.

Aquest procediment, amb les millores descrites, és el que s’ha acabat imposant i es
realitza a gairebé tots els centres que ofereixen tractament fetal per I'hérnia
diafragmatica.

Avui, l'oclusié traqueal (inicialment realitzada entre les 24 i 28 SG) s’ha retardat fins a
les 30-32 SG en els casos moderats o 28-30 SG en els casos més greus; la retirada
del bal6 es realitza al voltant de les 34 SG. Tot plegat, ha fet que la incidéncia de
ruptura prematura de membranes i part preterme (< 34 SG) disminuis del 100% en
els primers casos a un 25% amb l'estratégia actual(150).

La supervivéncia actual després de l'oclusié traqueal amb un fetus amb HD de mal
pronostic (LHR < 1.0 o o/e LHR < 26%) és del 50%, aproximadament;, sense
tractament, aquest grup de pacients tenen una probabilitat de supervivéncia molt pobra
<10%(151).

Com en molts altres camps de la medicina, la terapia fetal per 'HD s’ha basat molt
més en experiments i experiéncies que en una evidéncia cientifica solida, construida
sobre estudis clinics randomitzats o metaanalisis. El fet que molts dels fetus tractats
tinguin una expectativa de supervivéncia molt pobra i que presentin malformacions
(relativament) poc freqlents ha dificultat poder realitzar estudis de qualitat amb un
nombre suficient de casos.

Cal destacar, pero, algunes evidéncies.

Després de comprovar la inviabilitat de la cirurgia fetal oberta per als casos amb
herniacié hepatica(18), es va dur a terme un estudi prospectiu que comparava la
correcci6 fetal de I'hérnia diafragmatica (amb cirurgia oberta) respecte el millor
tractament postnatal possible(19). Tot i que la cirurgia fetal era factible, les
complicacions tant maternes com neonatals (sobre tot la prematuritat associada) van

determinar que s’abandonés definitivament la cirurgia fetal oberta.
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L’any 2003 es va publicar el millor estudi randomitzat en medicina fetal fins ara(152).
En ell es comparava el tractament prenatal amb oclusié traqueal amb el tractament
postnatal aillat. Després de tot just 24 casos enrolats, I'estudi es va interrompre degut
a la bona supervivencia del bra¢ de no tractament fetal. L’estudi fou encapcalat per
Harrison, a San Francisco. La seleccié dels casos és el que va determinar el resultat
observat. S’hi incloien dones amb fetus unics amb HD sense altres malformacions
amb un LHR per sota d’1,4. La gran majoria dels casos enrolats es corresponien,
segons les nostres taules de valoracié actuals, a fetus amb HD de bon prondstic.
Técnicament, la majoria de dones foren tractades a través de la insercié d’un trocar a
'ater de 5mm de diametre, cosa que afavoria la prematuritat entre els fetus tractats
(els primers casos de la série van rebre un tractament més agressiu).

Aquest resultat inesperat feu que als Estats Units també es qliestionés el tractament
prenatal per fetoscopia de I'HD. Europa, doncs, va poder ser capdavantera en el
tractament fetal de I'HD. Els grups europeus tractaven les gestants amb fetus amb HD
de mal prondstic (LHR<1.0). Técnicament van depurar el procediment fent servir
anestésia local i sedaci6, i només una entrada de 3,3mm. Amb aix0, I'agressivitat
materna fou molt menor i les complicacions com la ruptura prematura de membranes o
la prematuritat van disminuir.

Tanmateix, la critica que sempre s’ha fet és que aquesta practica es basa en séries de
casos i en la comparacio amb séries historiques o d’altres centres. Per tal de conéixer
'efecte real del tractament prenatal de I'HD, i per poder acceptar i recomanar el
tractament amb una base sodlida i cientifica cal el suport d’'un estudi randomitzat ben
dissenyat. Aix0 és el que es duu a terme a través del projecte TOTAL (Tracheal
Occlusion To Accelerate Lung Growth) trial, amb participacio dels principals centres de
referéncia europeus i nord americans(153;154). Es realitzaran dos estudis
randomitzats, segons si es correspon a un cas de pronodstic moderat (o/e LHR 25-
34.9% o bé o/e LHR 35-44,9% amb fetge herniat) o greu (o/e LHR < 25%)(155).

Ruano et al (des de Sao Paulo, Brazil) han publicat un estudi randomitzat on es
compara l'oclusié traqueal per fetoscopia en els casos greus dHD (LHR < 1.0 i
herniacié hepatica) amb la no intervencié fetal. En funcié del tractament rebut, els
nounats tractats amb oclusio traqueal tenen una supervivéncia del 52,6% respecte
nomeés el 5,3% dels no tractats (RR, 10.0 (95% ClI, 1,4-70,6) P<0,01)(156).

El resultat del TOTAL trial encara esta pendent.
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II.  JUSTIFICACIO

Aixi com el tractament de l'atrésia d’esdfag representa per molts I'esséncia de la
cirurgia pediatrica, I'hérnia diafragmatica suposa el mateix en el camp del la medicina
fetal. El desenvolupament i el progrés en aquesta nova especialitat van lligats a
I'nérnia diafragmatica. Com ja hem vist, els pioners de la medicina fetal han treballat
en I'HD i n’han fet valuoses contribucions. Fins i tot s’han desenvolupat recursos tan
utils com I'EXIT. Perd encara hi ha un gran desconeixement sobre molts aspectes

relacionats amb aquesta malformacié.

L’hérnia diafragmatica és una malformacié molt greu. La seva morbimortalitat principal
es deu principalment a la hipoplasia pulmonar i a la hipertensié pulmonar associades.
Quan el risc d'un fetus amb HD de sofrir aquestes complicacions és molt elevat, el

tractament fetal pot ser I'inica opci6 per millorar el seu pronostic.

L’'oclusié traqueal promou la maduracié dels espais aeris, indueix la proliferacié
bronquial i, en Ultima instancia, augmenta el nombre total d’alvéols
funcionals(101;102;157). En aquells fetus amb una hérnia diafragmatica al caire de la
viabilitat, el tractament amb oclusié traqueal pot revertir el grau d’hipoplasia pulmonar i,

per tant, augmentar la probabilitat de supervivéncia.

A més a més, l'oclusié traqueal promou el creixement i desenvolupament vascular.
L’oclusié traqueal redueix el gruix de la capa muscular de les arterioles pulmonars, tal i
com s’ha demostrat en els models d’hérnia diafragmatica en ovella, conill i rata(63;114-
117;130). Un treball preliminar derivat d’aquesta tesi, centrat en la vessant
hemodinamica(158), ha servit per demostrar la milloria dels parametres hemodinamics
en els fetus de conill amb hérnia diafragmatica sotmesos a oclusié traqueal. La
maduracié vascular, tant funcional com anatdmica, que condiciona l'oclusi6é traqueal

persegueix I'objectiu d’alleujar la hipertensié pulmonar.

Globalment, s’espera que els fetus que presenten un creixement significatiu dels seus
pulmons després del tractament amb oclusidé traqueal demostrin una estabilitat
hemodinamica superior. A vegades pero, en el dia a dia de la clinica practica hi ha
casos en qué aixd no succeeix. Es més, cap estudi ha demostrat I'existéncia d’'una
correlacié entre les respostes hemodinamica, vascular i morfologica a I'oclusio

traqueal. Aixo és el que ens proposem amb aquest treball.
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HIPOTESIS | OBJECTIUS

Hipotesis:

Aquest treball parteix de la hipdtesi que, en un model d’hérnia diafragmatica en conill,

el tractament amb oclusié traqueal tardana reverteix la hipoplasia pulmonar i

disminueix la hipertensié pulmonar que presenten els fetus amb hérnia diafragmatica

no tractats.

De forma més concreta pretenem demostrar que en el model d’HD en conill:

1.

L’'OT tardana millora el tant desenvolupament dels espais aeris com el
vascular. En conseqliéncia, els nounats amb una HD tractada amb OT

presentaran una situacié neonatal inicial més satisfactoria.

2. Hi ha una correlacié entre els valors dels parametres morfoldgics que estimen
la hipoplasia pulmonar, els parametres histologics suggestius d’hipertensié
pulmonar, les mesures hemodinamiques sobre els fetus vius i l'avaluacio
funcional neonatal.

Objectius:

En el model d’'HD en conill:

Estudiar les conseqiiencies hemodinamiques de I'OT en la circulacié pulmonar
fetal.

Avaluar els signes vitals i I'activitat durant la primera hora de vida dels animals
tractats amb OT tardana.

Estudiar els canvis morfologics a nivell dels espais aeris i de les arterioles dels
pulmons tractats.

Estudiar la participacid6 de diversos factors de creixement implicats en el
desenvolupament pulmonar.

Buscar correlacions entre els parametres hemodinamics, els morfomeétrics, els

moleculars i la vitalitat neonatal.
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IV. MATERIAL | METODE

1. Ambit, acreditacié, col-laboradors, permisos i finangament

L’experiment s’ha desenvolupat a I'estabulari que la Universitat de Barcelona disposa
a la seu Sant Joan de Déu. Totes les intervencions quirdrgiques dels conills, tant
maternes com fetals, han estat realitzades per un equip de cinc cirurgians pediatrics de
'Hospital de Sant Joan de Déu; almenys tres cirurgians (un dels quals assumia la
funcié d’anestesista) participaven en cada procediment quirdrgic. Tots els implicats en
les operacions dels conills disposem del Curs d’Investigadors amb Animals de
Laboratori. Les mesures ecografiques han estat realitzades per metges del grup de
recerca del Departament de Medicina Fetal i Perinatal de I'Hospital Clinic-IDIBAPS.
Abans d’iniciar I'experiment, vam obtenir I'aprovacié del projecte per part del Comite
Etic d’Experimentacié Animal (Universitat de Barcelona).

El processament i l'estudi posterior de les mostres s’ha desenvolupat a les
instal-lacions del departament d’Anatomia Patologica de I'Hospital Clinic; una part de
les mesures morfologiques dels pulmons també s’ha realitzat al Servei d’Anatomia
Patologica de I'Hospital Sant Joan de Déu.

Aquest estudi ha comptat amb el finangament d’'una beca del Fondo de Investigacion
Sanitaria (FIS P1 06/0865) i un Ajut Fi de Residéncia (Jordi Prat Ortells), atorgat per la

Fundaci6é Sant Joan de Déu.

2. Subjectes d’estudi

Les cries de conill neozelandés blanc des del dia 23 de gestaci6 fins a la primera hora

de vida després del seu naixement per cesaria electiva.

3. Disseny

Es tracta d’'un estudi experimental en qué es comparen dos grups d’animals: HD
(segons el model d’hérnia diafragmatica en conill) i OT (animals HD, tractats
posteriorment amb oclusié traqueal). Prenatalment, s’ha fet un estudi hemodinamic de
la circulacié pulmonar dels animals. En néixer, es va mesurar la situacié neonatal de
les cries. Els animals foren autopsiats poc després, i es va recollir informacié del seu
desenvolupament pulmonar, tant pel que fa als espais aeris com a la vascularitzacio.
Hem comparat i analitzat les variables estudiades entre ambdos grups; igualment s’ha

estudiat la correlaci6 entre totes les combinacions de parells de variables
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(hemodinamiques, de desenvolupament dels espais aeris i de maduracié vascular
pulmonar).
També hem recollit una mostra d’animals no intervinguts que hem fet servir, de

manera orientativa, com a estandard de normalitat.

4. Variables de I'estudi

Taula 8: Resum de les variables de I'estudi

a) Variables hemodinamiques:

Pl Pulsatility index Estima la resisténcia vascular

FMBV Fractional moving blood Valora la perfusié d’un teixit (pulmo)
volume

PEDREF, Peak of early diastolic No son rellevants en aquest estudi

PMSSF reversed flow; Peak of

maximum systolic speed

flow

b) Variables que estimen la hipoplasia pulmonar:
LBWR Lung to bodyweight ratio

RAC Radial alveolar count Més sensible que LBWR; informa del

grau de maduresa dels espais aeris

c) Variables morfologiques de desenvolupament vascular*:

DE, DI Diametre extern i intern Basicament només serveixen per al
calcul de TAMT
AMT Arterial muscular thickness  Permet valorar el grau de maduresa

vascular; també I'hem fet servir com
estimador morfoldgic de la resisténcia

del teixit al flux vascular

d) Variables utilitzades per a estimar la situacié neonatal:

FC Freqliéncia cardiaca

Sa0, Saturacié d’oxigen

*Des d’un punt de vista funcional, el desenvolupament vascular el mesura ’'hemodinamia.
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5. Metodologia detallada

Les conilles gestants foren traslladades al nostre centre el dia 19-20 de la gestacio (la
durada total de la qual sén 31 dies) procedents d’una granja especialitzada (Granja
Cunicola San Bernardo S.L., carretera de Tarazona s/n, Tulebras, Navarra). Van

romandre en condicions estandard fins a la data de la intervencid quirurgica.

a. Primera cirurgia fetal

Pretén reproduir una hérnia diafragmatica esquerra. Es realitza el dia 23 de la gestacié
(equivalent al segon trimestre de la gestacié humana). La cirurgia té lloc en condicions
estérils, al quirdfan de I'estabulari de I'Edifici Docent de I'Hospital Sant Joan de Déu i
d’acord amb un protocol que ja ha demostrat I'éxit en experiments anteriors en cirurgia
fetal en conill(135;159).

El procediment comenga administrant un sedant a la conilla gestant: una barreja de
ketamina (20 mg/kg) i clorpromacina (2,5 mg/kg) per via intramuscular (el pes de
I'animal volta els 5 kg). Seguidament es rasura el pél de 'abdomen de I'animal. També
s’administra una dosi profilactica de cefazolina (50 mg/kg) i depoprogesterona (6
ng/’kg) com a inhibidor de la dinamica uterina. L’animal és traslladat a la taula
d’operacions, on se li canalitza un accés vends a l'orella. L’anestésia és inhalatoria
amb isoflura (al voltant d’'un 2,5% de volum amb un flux d’oxigen d’1 litre/minut,
variant-ho a demanda segons la profunditat de les respiracions). El control del dolor
s’aconsegueix amb I'administracié de una dosi d’1 mL de Meloxicam (un antiinflamatori
no esteroidal del grup dels inhibidors de la ciclooxigenasa, d’Us exclusiu veterinari) just
abans de la intervenci6 i fentanil ev en petits bolus durant el procediment quirdrgic,
segons les necessitats.

Realitzem una laparotomia mitja. Les conilles tenen un uter bicorni i un nombre
variable de fetus, habitualment entre sis i deu (de tres a cinc a cada banya). En aquest
moment es prenen mesures hemodinamiques dels fetus mitjangant una ecografia amb
doppler aplicant el transductor directament sobre I'Gter matern amb un protector estéril
(un guant). Aquest punt requereix un ecograf d’alta resoluci6 i la participaciéo d'un
expert en ecografia fetal, qui prendra totes les dades hemodinamiques de forma
sistematica.

Exterioritzem una de les banyes de I'iter. Escollim el fetus de I'extrem per a ser operat,
ja que sol ser el de major grandaria(160) i perqué es pugui identificar immediatament
en la segona intervencio. Es realitza una histerotomia en una zona lliure de vasos

uterins i propera al coll del fetus. Per fer-ho, cal identificar el cap del fetus i la seva
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posicié i tenir en compte la localitzacié de la placenta, que sempre s’'implanta a la
banda del mesouter. Fixem les membranes amnidtiques a la paret uterina amb uns
punts de 5/0, per tal de facilitar un tancament estanc al final de la intervencié. A través
de la histerotomia, s’exterioritza la meitat cranial del fetus. Es molt important evitar que
I'uter es contregui i el fetus surti del tot ja que aquest fet suposa el despreniment de la
placenta i la mort fetal; aixd s’aconsegueix extremant la delicadesa en la manipulacio
de l'uter, per tal de no estimular-lo. Procurem evitar una pérdua de calor excessiva
irrigant sovint el fetus amb sérum tebi. Es realitza una toracotomia esquerra baixa,
cosa que ens permet caure sobre el diafragma. Uns retractors especifics, construits
expressament amb uns clips per paper, son els millors instruments per a separar les
costelles i el pulmo6 i veure clarament el mascul diafragmatic. La unié entre el centre
tendindés i el ribet muscular periferic s’'observa com una linia entre una part
blanquinosa i una més vermella al diafragma. Aquest és el punt on s’incideix el
diafragma i hi creem un defecte ampli. El risc principal de la cirurgia en aquest moment
és la lesi6 del fetge subjacent (el lobul esquerre hepatic és molt prominent) ja que si la
capsula hepatica resulta lesionada, la mort del fetus és gairebé segura. Tot sovint ja
s’observa en aquest moment de la cirurgia I'’herniacié del fetge cap al torax. La
toracotomia fetal es tanca en un sol pla, amb un o dos punts irreabsorbibles de 6-0. El
fetus es reintrodueix a la cavitat amniotica i tanquem la histerotomia (i la bossa
amniodtica) amb una sutura continua entrellacada de seda de 4-0. Abans de finalitzar la
sutura fem una amnioinfusié amb sérum fisioldgic tebi per deixar la bossa amnidtica
del fetus intervingut a una pressio similar a la dels seus veins. Acostumem a intervenir
tres o quatre fetus de cada conilla: els dos de I'extrem i un o dos més, sempre deixant
almenys un fetus no intervingut entre dos d’operats.

La laparotomia materna es tanca en dos planols. El procediment dura com a maxim 1
hora. Acabada la intervencio, la conilla es deixa reposar a la seva caixa de transport, i
comprovem que es trobi bé i torni a estar reactiva abans de traslladar-la a la seva
gabia.

A les 18 hores de la intervencié ('endema al mati) la conilla rep una altra dosi de

Meloxicam im.
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b. Segona cirurgia fetal

Té lloc el dia 28 de gestacid, que correspondria a la segona meitat del tercer trimestre
en la gestaci6 humana. També requereix la participacié d’'un minim de tres persones
de I'equip habitual. La induccié anestésica es realitza de la mateixa manera. Un cop
sedada la conilla, fem una primera ecografia (amb el transductor recolzat sobre
'abdomen matern) per comprovar la viabilitat dels fetus intervinguts. Si cap d’ells és
viu, sacrificarem la conilla amb una sobredosi de tiopental sodic iv. En cas d’observar
fetus vius amb hérnia diafragmatica, 'anestesiarem i farem una laparotomia mitja
seguint el mateix protocol descrit anteriorment. Tornem a prendre mesures
hemodinamiques dels fetus, aquest cop amb el transductor ecografic directament
sobre I'Gter. Seleccionem, aproximadament, la meitat dels fetus viables per a ser
sotmesos a oclusio traqueal. En aquest segon procediment, tots els fetus sén més
grossos, i les seves bosses amnidtiques a vegades se solapen pels extrems. Degut al
desplagament dels fetus pel seu creixement, la histerotomia prévia no sol ser una bona
via d’abordatge per a aquesta nova intervencié. Es requereix una segona histerotomia
sobre el cap del fetus seleccionat i cal tenir cura de no obrir, accidentalment, el sac
amniodtic del fetus adjacent al que volem operar. S’exterioritza el cap del fetus i fem
una cervicotomia transversa. La traquea resulta facil d’identificar entre les dues venes
jugulars anteriors. Llavors es disseca, se separa de I'esofag i es lliga amb una seda de
3-0 o de 2-0. Fer servir una sutura gruixuda per lligar la traquea disminueix el risc que
aquesta estructura se’ns trenqui en nuar-la. Tallem llargs els extrems de la lligadura
per poder accedir a la traquea rapidament quan els fetus neixin. Es innecessari
suturar la ferida cervical. La resta de la intervencié té lloc com s'ha descrit per la

primera cirurgia fetal.

c. Recollida dels fetus

La recollida dels fetus es programa pel dia 30, un abans del terme de la gestacié. No
es permet el seu naixement de forma espontania, ja que la conilla canibalitza les cries
que observa defectuoses. S’indueix I'anestésia de la mateixa manera. En aquesta
darrera intervencio cal prendre mesures hemodinamiques de tots els fetus intervinguts
(hérnies diafragmatiques i hérnies tractades amb lligadura traqueal) i també d’alguns
fetus no operats. Realitzem una cesaria i extraiem tots els fetus presents, de cop o un
a un, en funcié de I'equip huma disponible per a fer-se carrec de cadascun dels fetus.
La mare conilla, finalment, se sacrifica seccionant-li la vena cava al final del

procediment.
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d. Avaluacio funcional

Els fetus amb lligadura traqueal requereixen una atencié immediata. Els seccionem la
traquea i la intubem directament amb un catéter de teflon de 20G.

Els nounats es diposen dins d’'una campana calenta i amb oxigen i se’ls col-loca un
pulsioximetre Nellcor N-595 (Tyco Healthcare Group LP; Nellcor Puritan Bennett
Division, Pleasanton, CA, USA). La localitzaci6é del pulsioximetre al voltant del coll és
un dels millors llocs perqué capti les dades correctament. Mesurem la freqiiéncia
cardiaca i la saturacié d’0O2 en néixer, als 5, 20, 40 i 60 minuts de vida. Es pesen els

nounats i se n’observa I'aparencga, color i mobilitat.

e. Processament de les mostres

Si no han mort, els fetus se sacrifiquen a I'hora de vida amb una sobredosi de tiopental
sodic intraperitoneal. L’autopsia dels fetus es fa seguint el seglient protocol:

e Laparotomia mitja amb extensidé subcostal bilateral. Aquest abordatge permet
una exposicié maxima del diafragma, la confirmacié de I'hérnia diafragmatica i
I'observacié de quines visceres s’han herniat cap al torax.

 Esternotomia mitja ampliada amb una toracotomia esquerra baixa per a
respectar la insercié del diafragma i valorar el defecte diafragmatic creat.

* Realitzacié de fotografies de les cavitats abdominal i toracica.

e Registre de les visceres abdominals s’han herniat cap al torax i en quina
mesura, aixi com I'estat dels pulmons (inflats d’aire o atelectasics, un indicador
de qué aquells pulmons mai no han respirat).

e Extirpacié d’'ambdés pulmons per separat. Es pesen amb una balanga de 0,01g
de precisi6. Els pulmons es col-loquen en un tub d’Eppendorf i es congelen
sobtadament per immersié en nitrogen liquid (la temperatura d’ebullicié del qual
és de -198,5°C sota una atmosfera de pressid). Aquesta congelacié tan
ultrarapida permet que els teixits tinguin menys artefactes en [I'estudi
microscopic. Posteriorment, les mostres es conserven a -70°C fins al moment
de la seva utilitzacié.

Es calcula el LBWR d’acord amb la formula: LBWR = (pes pulmd esquerre + pes

pulmé dret)/pes corporal x 100.
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f. Estudi hemodinamic

Hem fet servir un ecograf d’alta resolucié (Siemens Sonoline Antares, de Siemens
Medical Systems, Malvern, PA, USA) equipat amb un transductor lineal de 13MHz. Un
membre de I'equip, expert en ecografia fetal diagnostica, ha estat el responsable de
realitzar totes les mesures hemodinamiques de I'estudi de manera sistematica.

Totes les mesures han estat preses sobre el pulmé dret, el contralateral a I'hérnia, per
tres raons: el pulméd dret és més gros i esta menys distorsionat per la preséncia de
visceres al torax, I'esquerre és massa hipoplasic per a permetre I'estudi hemodinamic
i perqué en la practica clinica amb fetus humans també es mesura el pulmé
contralateral a I'hérnia. Quan el fetus esta girat i no ens ofereix aquest pulmé amb
facilitat, el manipulem suaument perquée I'hemitorax dret s’apropi a la paret uterina.
Llavors, s’identifica I'artéria pulmonar dreta just quan acaba d’entrar al pulmé en un tall
transversal del torax al nivell de les quatre cameres cardiaques. Els parametres
caracteristics de I'ona de pols de l'artéria pulmonar es mesuren en un moment en qué
trobem almenys tres cicles d’ones sense els artefactes que poden produir els
moviments fetals. Aquests parametres inclouen: I'index de pulsatilitat (P1), el pic maxim
de flux revers diastolic (PEDRF o peak of early diastolic reversed flow) i el pic de
maxima velocitat sistdlica (PMSSF o peak of maximum systolic speed flow). Fent
servir la tecnologia power doppler, també obtenim la fracci6 de sang en moviment
(FMBV) que perfon el pulmé dret. Es van obtenir almenys cinc mesures de cada
individu. El valor assignat a la variable per a cada registre correspon a la mitjana de les
mesures obtingudes.

En aquells apartats en qué es fa una correlacié dels valors de I'estudi hemodinamic
amb les altres variables nhomés s’han considerat les mesures de Pl i FMBV preses just
abans de la cesaria. Com que I'ecografia es realitza directament sobre el fetus abans
de la seva extraccio, aquest és I'inic moment en qué podem identificar amb tota
seguretat a quin fetus correspon cada mesura i, per tant, relacionar-la amb els altres

parametres d’aquest animal.

g. Estudi histologic

Totes les mostres pulmonars s’han processat al laboratori d’Anatomia Patoldgica de
I'Hospital Clinic. Hem examinat seccions de cada pulmé esquerre (el més afectat per
'hérnia diafragmatica) tenyides amb hematoxilina-eosina. Per a [l'estudi s’ha
seleccionat aquella lamineta que inclou la maxima seccidé del pulmé i que permeti

observar tant el Idbul superior com l'inferior. De cada lamineta hem analitzat:
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Recompte alveolar radial: estima el grau d’hipoplasia pulmonar. Ens déna una
idea del volum d’un lobulet respiratori. EI recompte alveolar radial representa el
nombre d’alvéols que travessa la linia perpendicular entre un bronquiol
respiratori i el septe interlobulillar més proper. S’ha adoptat el métode de
mesura descrit originalment per Emery(161). El bronquiol respiratori és aquell
on I'epiteli columnar canvia a epiteli respiratori. El septe més proper sol ser o bé
la pleura o bé una paret venosa. Si la linia passa per I'enva entre dos alvéols
en comptarem només un. Si es dona el cas que el septe més proper es troba
més enlla de 20 alveols assumim que aquest septe no és representatiu
d’aquest lobulet respiratori i, per tant, aquesta mesura sera descartada. S’han
pres, almenys, deu mesures de recompte alveolar radial de cada pulmoé i se
n’ha obtingut la mitjana. Amb aixd pretenem minimitzar els errors atribuibles a
la variabilitat del planol de secci6 sobre una estructura tridimensional com és un
lobulet respiratori. Totes les mesures de recompte alveolar han estat
fotografiades i validades per un patoleg expert.

Mesura del gruix proporcional de la capa muscular arteriolar: Es mesura el
diametre extern de I'arteriola o DE (per fora de la tunica mitja) i el diametre
intern o DI (la llum de l'arteriola). El gruix proporcional de la capa muscular o
AMT (arterial muscular thickness) es calcula segons la férmula: AMT= (DE-
DI)/DE x 100. Almenys 50 arterioles d’un diametre maxim de 150 pum sén
mesurades de cada pulmd esquerre. En aquells vasos la seccié dels quals no
era perfectament rodona hem considerat el seu diametre menor. S’han rebutjat
les arterioles en que el seu diametre maxim era més del doble que el diametre
més curt, per tal de minimitzar el biaix que podrien ocasionar els vasos de
seccio transversal (que poden incloure més gruix de paret muscular en la seva

seccio).

h. Estudi immunohistoquimic

S’ha fet una analisi immunohistoquimica estandard per a determinar I'expressi6é dels
factors de creixement VEGF i TGF-B3. Aquests dos son els Unics factors relacionats
amb el desenvolupament pulmonar contra els quals hi ha anticossos disponibles per a
mostres de conill: anticos monoclonal anti-VEGF ab46154 (Abcam Inc. Cambridge,
MA, USA) i anticos monoclonal anti-TGF-p3, Clone Xn-12 (Santa Cruz Biotechnology
Inc, Santa Cruz, CA, USA).
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Si 'analisi immunohistoquimica no fos satisfactoria, es realitzara un Western blot com
a técnica alternativa sempre que sigui possible. S’ha planificat una técnica de Western
blot estandard que utilitza una peroxidasa anti-ratoli com a segon anticds: sheep anti-
mouse horseradish-peroxidase-conjugated antibody (Amersham, Aylesbury, UK). Les
imatges del Western blot es prendran amb una camera Fuji Film Image Reader LAS
3000 i es quantificaran amb el programa Image J 1.45s (Waine Rasband National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

i. Calculs estadistics

Les variables s’han comparat entre grups. S’ha utilitzat el programa d’analisi estadistic
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 20.0; SPSS Inc., Chicago, Ill., USA).
Al capitol de Resultats s’especifiquen les proves estadistiques emprades en cada
estudi. S’ha acceptat com a significativa una probabilitat p<0,05. Finalment s’han

aparellat les variables i s’han dibuixat les correlacions lineals.
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V.

1.

RESULTATS

El model animal
Hem intervingut 40 conilles gestants. Entre les mares conilles, hem tingut dues
morts durant la intervencié quirurgica. Les morts maternes han estat degudes a
una depressio respiratoria (cal recordar que les conilles es mantenen amb una
anestésia inhalatoria amb ventilacié espontania).
Hem intervingut 133 fetus, segons el protocol descrit a Material i Métodes.
Després de 50 temptatives sense éxit, 36 de 83 fetus van sobreviure a la
confeccié d’una hérnia diafragmatica. A disset d’aquests fetus se’ls va realitzar
una oclusio traqueal. Vint-i-cinc fetus van arribar vius al terme de I'experiment,
dels quals dinou han estat individus valids per al nostre treball. Sis fetus foren
exclosos per raons diverses: en tres casos tots els espais aeris estaven plens
de leucocits (recordava una pneumonia massiva 0 una corioamnionitis), cosa
que feia impossible I'estudi morfologic; hi havia un fetus del grup OT que no
presentava hérnia diafragmatica; un altre fetus del grup HD, tot i tenir un
defecte diafragmatic, fou exclds perqué no tenia cap viscera herniada al torax;
un darrer fetus fou eliminat per una mala identificacié de les seves mostres.
Finalment, els grups d’estudi han quedat constituits d’aquesta manera:

o Grup HD (d’hérnia diafragmatica): 9 individus.

o Grup OT (d’oclusié traqueal): 10 individus.

o També s’han analitzat 17 individus no intervinguts.

Estudi hemodinamic

L’index de pulsatilitat (PI) del grup HD era significativament més alt que el del
grup OT (11.4 £ 3.8 vs 5.5 + 2.2; p=0,018 amb la prova U de Mann-Whitney).
La fraccié de sang en moviment (FMBV) del grup OT era superior a la del grup
HD (TO=28 £+ 7.2% vs DH=15.6 £ 7.3%; p=0,001 amb la U de Mann-Whitney).
Ni el PEDRF ni el PMSSF han presentat diferéncies significatives entre ambdos
grups.

Les grafiques seglents resumeixen aquestes troballes:
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Figura 6: Distribuci6 del Pl segons els grups
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Figura 7: Distribucié del FMBV segons els grups
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o Hi ha una correlacié lineal moderada entre els dos principals
parametres hemodinamics Pl i FMBV (r=-0,361 p=0,018).

2 Lineal = 0,130
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Figura 8: Correlacio entre el Pl i FMBV

3. Situacié neonatal

L’hem estimat a través de mesures objectives com la saturacié d’'O, i la
freqUéncia cardiaca, i aspectes subjectius com el color o la vitalitat del nounat.
Tots aquests sdn parametres que valorariem en una versié simplificada del test
d’Apgar. Hem donat més pes als valors objectius i quantificables.

Disposem de les dades de I'oxigenacié neonatal de 5 nounats del grup HD i 3
nounats del grup OT. Podem comparar aquests resultats amb els dels seus
germans no intervinguts (N). La taula seglent reflecteix el que hem observat,

juntament amb algunes mesures d’hipoplasia pulmonar i la morfologia arterial:

59



Taula 9: Resum de les dades de situacié neonatal

Grup Millor Sat 0, | Millor FC° | LBWR® RAC? AMT®
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
oT 90 70 2,36 2,80 46,63
oT 65 60 1,91 5,50 32,98
oT 91 95 2,07 4,60 43,68

N 91 - 2,46 4,08 41,80
N 100 190 2,80 3,67 48,98
N 87 59 2,32 4,58 46,61
N 94 170 2,20 5,46 39,51
N 84 160 - 5,20 4544
N 74 168 0,99 4,10 36,86
N 20 155 1,87 3,83 44 67
N 96 85 2,09 4,60 49,35

*S’han inclés aquests fetus en aquest apartat, malgrat no disposar de dades numériques objectives, perquée

eren fetus vius que es movien a l'estimul. No es comptabilitzen a les grafiques, perd se'n parlara a la

discussio.

® Sat
*FC:

°® LBWR (lung to body weight ratio) fa referéncia a la relacio entre el pes pulmonar i el pes corporal. Es una

mesura d’hipoplasia pulmonar. L’apartat 4 dels Resultats en parla especificament.

O,: saturaci6 d’oxigen.

frequéncia cardiaca.

YRAC (radial alveolar count) és una mesura d’hipoplasia pulmonar que també detallo a I'apartat 4

¢ AMT (arterial muscular thickness) mesura el gruix de la capa muscular i déna una idea del grau de

maduresa de les arterioles.

o Tot i ser una dada subjectiva, la vitalitat i la mobilitat dels individus de
cada grup ha estat facil d’avaluar. Els nounats amb hérnia diafragmatica
arribaven a I'hora de vida morts o moribunds i amb un color grisés. Els
no operats eren normals, de color rosat i es movien activament.
L’aspecte dels nounats amb oclusié traqueal se situava entre els

extrems anteriors: tenien mal color (sense arribar al gris) i es movien

sense forga a I'estimul.

o Les grafiques seglents resumeixen les dades més significatives de la
taula prévia. Com que fan referencia a molt pocs individus, he

incorporat el grup no operat i he obviat qualsevol analisi estadistica dels

resultats.
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Figura 9: Distribucié de la saturacidé d’oxigen segons els grups
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Figura 10: Distribucié de la freqiiéncia cardiaca segons els grups
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o Hi ha una correlacié lineal moderada entre els valors observats de la

saturacio d'O, i la freqliéncia cardiaca (r=0,516 i p=0,086).

Figura 11: Correlacié entre la SatO, ila FC
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4. Morfologia descriptiva

LBWR i RAC, ambdds estimadors d’hipoplasia pulmonar, presentaven valors
significativament més baixos al grup HD que al grup OT (LBWR: 1.27 + 0.38 al grup
HD vs 1.96 + 0.81 al grup OT, p=0,041 segons la U de Mann-Whitney; RAC: 2.8 £+ 0.4
al grup HD vs 3.9 + 0.34 al grup OT, p=0,001 segons la U de Mann-Whitney). Es més,
el valor de RAC al grup OT s’assemblava al dels nounats no intervinguts (RAC
individus no intervinguts: 4.7 £ 1; p=0,80). En canvi, la distribucié del LBWR entre els
individus del grup N (LBWR: 2.35 + 0.38) i OT presenta diferéncies significatives
(p=0,035).
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Figura 12: Distribucié del LBWR segons els grups
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Figura 13: Distribucié del RAC segons els grups
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o Hi ha una correlacio6 lineal forta i clarament significativa entre els dos
parametres que estimen la hipoplasia pulmonar: el RAC i el LBWR
(r=0,684 i p<0,001).
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Figura 14: Correlacié entre el RAC i el LBWR
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Morfologia vascular:

@)

Hem realitzat un total de 435 mesures d’arterioles al grup d’individus
amb HD; 484 arterioles als individus amb OT; i 812 mesures de
subjectes no intervinguts. La distribucioé de tots els parametres estudiats
s’ajusta perfectament a una corba de normalitat (d’acord amb les
grafiques Q-Q normal). Tanmateix, les proves de normalitat aplicades a
les variables DE (diametre extern), DI (diametre intern) i AMT (test de
Kolmogorov-Smirnov) no permeten acceptar la normalitat en tots els
casos. Després de consultar-ho amb un expert en bioestadistica, i
considerant I'elevat nombre de mesures realitzades, hem pres la decisi6
de fer servir proves parametriques per als calculs estadistics en tots els
casos.

Les arterioles mesurades al grup d’individus amb HD i OT son
homogénies en quant al seu diametre extern i llum vascular, amb una
p=0,22 i p=0,74, respectivament. Aquesta homogeneitat també és
extensible a les comparacions amb el grup d’individus no intervinguts
(N) i a tot el conjunt (N, HD i OT). LANOVA per a la variable DE déna
un valor de p=0,196 i, per a la variable DI, una p=0,803.

La segient grafica i taula ens ofereixen un resum de la distribuci6é del
parametre més significatiu: el gruix proporcional de la capa muscular
(AMT).

64



O

O

Figura 15: Distribucié de 'AMT segons els grups
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Taula 10: Resum de la distribucio de TAMT

HD oT
Mitjana 50,53 46,60
Desviacié estandard 12,04 12,41
Mediana 50,68 45,59
Interval 64,74 61,25

La mitjana del gruix de la capa muscular entre els grups HD i OT és
significativament diferent amb un valor de la p<0,001 (prova de la t de
Student). La magnitud d’aquesta diferéncia pot estimar-se en 3,93 punts
amb un interval de confianga 95% de 2,34-5,51.

Amb l'objectiu de demostrar diferéncies en el grau de muscularitzacié
de les arterioles en relacié al seu ordre de divisid, s’han distribuit les
arterioles en grups dacord al seu diametre. La seglent grafica
representa el valor mitja per a cada interval de diametre i en cadascun
dels grups. Les arterioles entre 15 i 30 um sén les que ofereixen una
major resisténcia al flux de la sang en el nostre model. Observem
diferéncies estadisticament significatives entre els grups d’'HD i OT a la
distribucié del valor del gruix de la capa muscular de les mostres
corresponents als intervals de diametre entre 10i 15 um (p=0,005), 25 i
30 um (p=0,010), 30 i 40 um (p=0,003), 40 i 50 um (p=0,029) i 50 i
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75 um (p=0,020). La mateixa grafica, amb el grup d’individus no

intervinguts, també s’adjunta a la discussio.
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Figura 16: Distribucié de 'AMT segons el diametre de I'arteriola
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5. Analisi immunohistoquimica:

La tincié immunohistoquimica per al VEGF fou massiva i difusa en totes les
mostres i en ambdds grups, aixi com també en els individus normals. La
immunohistoquimica per al TGF-B3 presentava una bona tincié perd molt
inespecifica. A grans trets, no hi havia cap diferéncia entre les mostres dels
grups HD ni OT, ni tampoc entre els individus normals.

El Western blot per al TGF-$3 va demostrar la maxima expressié entre els
individus normals, mentre que es trobava disminuida al grup HD
(aproximadament un 65% de la intensitat de I'expressié mesurada en individus
normals) i encara més en el grup OT (al voltant d’'un 32% respecte als individus

normals). El Western blot no fou possible per al VEGF.

HD HD HD HD

Figura 17: Western blots. Cadascun dels pous correspon a un individu diferent. La banda més
ample que pot observar-se a la part baixa de la imatge és la corresponent al TGF-33. Mitjangant un
programa de tractament d’imatges digitals, hem analitzat quantitativament la intensitat del senyal
del TGF-B3 de cada individu. Per fer-ho hem considerat com a 100% el senyal més intens que
expressi un dels individus del gel; els altres individus es quantifiquen com una fraccié d’aquest
individu amb maxim senyal. En tots els gels el 100% correspon a un individu control. La manca
d'un estandard comu entre els cinc gels d’electroforesi que hem fet servir fa molt dificil poder
comparar entre si les mostres provinents de gels diferents. Per aixd, s’ha obviat qualsevol analisi
estadistica. (C= individu sa; HD= individu del grup amb heérnia diafragmatica; OT= individu amb HD

tractada amb oclusioé traqueal).
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6. Correlacions de variables de diferents tipus:

Hem agrupat les variables de I'estudi en quatre categories: les que valoren el
grau d’hipoplasia pulmonar (LBWR i RAC), les variables hemodinamiques (Pl i
FMBV), les que valoren el desenvolupament vascular (AMT) i, per ultim, les
que estimen la situacié neonatal (FC i SatO,). Com que disposem de poques
dades de la situacié neonatal, els resultats i I'analisi posterior diferencien les

correlacions amb aquestes variables de tota la resta.

e Correlacions entre les variables de situacié neonatal i les altres:

Hi ha una correlacié lineal discreta entre SatO.,/RAC (r=0,380 i p=0,18),
SatO,/AMT (r=-0,482 i p=0,081) i FC/LBWR (r=0,543 i p=0,084).

Figura 18: Correlacié entre SatO, i AMT
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Figura19: Correlacié entre FC i LBWR
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* Correlacions entre els altres grups de variables:

Hi ha una correlacio lineal significativa entre RAC i Pl (r=-0.528, p=0.043). AMT
també presenta una correlacio lleu amb FMBV (r=-0.379, p=0.133).

Figura 20: Correlacié entre RAC i PI
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Figura 21: Correlacié entre AMT i FMBV
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Hi ha una abséncia de correlacié entre qualsevol altre parell de variables:
LBWR/PI, LBWR/FMBV, LBWR/AMT, RAC/FMBV, PI/AMT i RAC/AMT. Hem
anomenat patré de no correlacioé o “correlacions planes” a tot aquest conjunt de

variables que no mantenen cap correlacié aparent entre si.

Figura 22: Correlacié entre LBWR i PI
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Figura 23: Correlacié entre LBWR i FMBV
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Figura 24: Correlaci6é entre LBWR i AMT
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Figura 25: Correlacié entre RAC i FMBV
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Figura 26: Correlacié entre AMT i PI
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Figura 27: Correlacié entre RAC i AMT
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VI. DISCUSSIO DELS RESULTATS

1. Analisi del model i validesa interna

a. Sobre el model animal

En aquest treball, 'estudi hemodinamic té una importancia cabdal. Hem escollit el
model d’'HD en conill perqué és el més petit i assequible que permet obtenir les
mesures hemodinamiques. En animals més petits, com la rata o el ratoli (en els quals
existeix un model teratogénic més senzill d’'HD) I'estudi hemodinamic de l'artéria
pulmonar no és factible degut al petit calibre del vas. Els animals més grossos, com
'ovella, requereixen més diners, més temps (la gestaci6 és més llarga) i unes

instal-lacions especials de les quals no disposem.

Treballar amb conills també ofereix altres avantatges:

- El desenvolupament pulmonar del conill és forca similar a 'huma. Es
diferencien en qué la fase pseudoglandular s’allarga més al conill, mentre
que les fases seglients tenen lloc en uns pocs dies(162;163). La grafica
seglent compara els periodes de desenvolupament pulmonar al conill i a
'huma(164;165).

roblboit 21d 24 d 26 d 28 d dfter birth
aledarstage
saccular stage P

conalicUar stage

pseudoglandular stage

ertryonic paiod

human

10 wk 20 wk 30 wk birth

Figura 28: Comparacié entre el desenvolupament pulmonar de 'huma i el conill

- El model d’hérnia diafragmatica al conill ja ha estat descrit i validat per
altres grups(117;135;166-170).

- L’experiencia del nostre grup en lanestésia i la cirurgia fetal en
conills(159;171-173).

74



La mortalitat fetal global de I'estudi ha estat elevadissima. De fet, només el 14% dels
fetus intervinguts han estat valids per al treball. Aquestes xifres tan extremes podrien
aixecar sospites sobre la validesa dels resultats. En realitat, pero, aixd tradueix una
corba d’aprenentatge molt marcada. En els primers 50 fetus intervinguts la mortalitat
fou del 100%. Llavors vam buscar I'ajut del Dr. J. Jani, un expert que ja havia treballat i
publicat experiments realitzats amb aquest model(117;174-178).

El Dr. Jani ens va ensenyar que podiem exterioritzar la meitat del fetus sense por (en
tots els primers casos manipulavem el fetus per extreure, només, I'extremitat anterior
esquerre, cosa que finalment resultava més traumatica pel fetus); també vam aprendre
el lloc idoni per fer la incisi6 al diafragma, que el rendiment millorava si treballavem
amb lupes d’augment i, per ultim, la importancia de I'amnioinfusié abans de tancar
I'uter.

Després de les seves explicacions vam assolir un éxit del 43% en la primera cirurgia
fetal (la més exigent), una xifra coherent i acceptable amb un model tan dificil com

aquest, i similar al d’altres experiments amb cirurgia fetal.

b. Validesa del model d’hérnia diafragmatica en conill

En aquest model, els individus amb HD que s’obtenen reprodueixen les principals
caracteristiques de la malformacié. Concretament, la validesa del model d'hérnia
diafragmatica queda demostrada en base a multiples criteris i ha estat I'objecte de la
tesi del nostre company Xavier Tarrado:

- Anatdomicament els nostres subjectes presenten una herniacié de les
visceres abdominals al torax.

- Els individus que neixen amb HD reprodueixen les caracteristiques
basiques dels pacients humans amb aquesta malformacié: destret
respiratori greu, hipoplasia pulmonar i hipertensié pulmonar. Tot aixd es
demostra perqué:

o Clinicament i objectivament, tant la saturaci6 d'O, com la
frequéncia cardiaca entre els individus amb HD i els individus
sans s6n marcadament pitjors.

o Hemodinamicament, les HD presenten valors suggestius
d'hipertensioé pulmonar (representats per l'index de pulsatilitat i la
fracci6 de sang en moviment), significativament pitjor que els

individus normals.
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Els valors de LBWR i de RAC (estimadors d'hipoplasia
pulmonar) també sén significativament pitjors que els dels
individus normals.

Morfoldgicament, el gruix de la capa muscular de la paret de les

arterioles esta significativament augmentat als individus amb HD.

- La seguent figura resumeix en grafiques la validesa d’aquest model. En tots

els casos, les diferéncies son significatives amb una p<0,001.

Figura 29: Resum de les principals grafiques que comparen els parametres més significatius entre els grups HD i N.
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Estrictament parlant, el grup d’individus no intervinguts (N) no és un grup control ideal,
ja que en no haver estat manipulats presenten més diferéncies amb el grup HD que
'hérnia diafragmatica. Tanmateix, en la present tesi aquests individus només
serveixen com a punt de referéncia de normalitat. A més a més, hi ha altres estudis
amb el mateix model animal que si que incorporen un grup control d’animals
intervinguts amb una toracotomia fetal sense hérnia diafragmatica (“sham group”) on
queda clar que la cirurgia fetal en si mateix no afecta el desenvolupament
pulmonar(117;135;167;168).

En tots aquests estudis es demostra, també, la validesa del model, i obtenen uns

grups d’animals amb HD i amb OT de caracteristiques molt similars al nostre.

Un cop confirmada la validesa del model d’HD, partirem d'aquests individus amb HD

per estudiar 'efecte de l'oclusié traqueal.

El model d’HD en conill comparteix el problema de tots els models quirargics: I'HD té
lloc en un moment relativament tarda de la gestacioé. Als humans, com ja hem explicat,
I'hérnia apareix durant el periode embrionari i és present des de la formacié de les
estructures involucrades. Al nostre model, la confeccié de I'hérnia es produeix sobre

uns pulmons immersos de ple en el periode pseudoglandular.

Malgrat aquestes consideracions, el nostre model d’HD és reproduible i genera unes

conseqiiéncies similars a les que es donen a I'HD de '’huma.

c. L’oclusi6 traqueal

Un dels casos exclosos de la série fou un fetus sense hérnia diafragmatica al qual,
errdniament, vam realitzar una oclusié traqueal. Aixd reprodueix un model de CHAOS
(Congenital High Airway Obstruction). Com ja hem comentat, els fetus diagnosticats
d’aquesta patologia van inspirar I'aplicacié de I'oclusié traqueal als nadons amb HD.
Com era d’esperar, els pulmons d’aquest fetus sén els més grossos de tota la série; el
LBWR d’aquest animal va ser el més alt de tots els individus (3,08%), molt per sobre
de la mitjana de LBWR al grup OT (1,97%) o als individus normals (2,36%). Aquest

individu déna coheréncia al nostre model d’oclusié traqueal.

Els primers models d’'OT sobre fetus amb HD que es van desenvolupar van ser en

ovelles i conills. Ambdds s6n models quirurgics als quals, com ja hem dit, I'hérnia té
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lloc de forma tardana. En aquests models, 'OT provoca una acceleracié del
creixement pulmonar(133). Kitano es va preguntar si aquest efecte de 'OT també tenia
lloc sobre hérnies diafragmatiques que es generaven més aviat, com les
humanes(115). Utilitzant el model d’'HD i nitrofé en rates (que provoca I'HD al periode
embrionari, com a 'home) va demostrar que 'OT també promou una acceleraci6 del
creixement i una maduracié pulmonar. Aquest model ha estat, posteriorment,
ampliament utilitzat(116;179-182).

Tot i les limitacions propies dels models quirdrgics, els resultats dels grups HD i OT

sén coherents. Aixd dona una gran validesa interna al nostre treball.
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2. Analisi dels resultats obtinguts

L’analisi dels resultats presenta quatre vessants clarament diferenciades:
Valoracié hemodinamica sobre els fetus vius.
Valoracié de I'estat neonatal.

Estudi morfoldgic macroscopic i patologic dels subjectes de I'estudi.

Qo T oo

Immunohistoquimica.

Hi ha molts treballs que es focalitzen en una sola d’aquestes vessants, especialment la
descriptiva. El valor principal d’aquesta tesi és la visio global i integrada de tots quatre
ambits. Igual que a I'exposicié dels resultats, discutiré cadascuna d’aquestes vessants

per separat i, finalment, n’oferiré una visié conjunta.

a. La valoracié hemodinamica

Aquest apartat és el més original i innovador. Té el mérit de valorar la resposta a un
tractament sobre un individu viu: el fetus de conill. Les dades de qué disposem en
aquest apartat sén limitades perqué les determinacions hemodinamiques sén dificils
de realitzar i molt dependents tant de la disponibilitat de I'ecograf com de la persona

responsable de fer totes les mesures de manera sistematica i homogénia.

Els parametres hemodinamics que hem analitzat amb detall s6n I'index de pulsatilitat
(PI), que utilitzem com a estimador de la resisténcia pulmonar, i la fraccié de sang en

moviment (FMBV) una mesura de la perfusié vascular d’un teixit.

Ambdos parametres es basen en l'aplicacié d’un principi fisic: I'efecte doppler. De
manera sintética, I'efecte doppler és el canvi aparent de la freqiéncia d’'una ona que
es produeix pel moviment relatiu d’'una font emissora respecte al seu observador.
Aplicat a I'ecografia, el transductor emet un feix d’ultrasons sobre el torrent sanguini;
els eritrocits actuen com a principals elements reflectors dels ultrasons; la longitud
d'ona dels ultrasons reflectits pels eritrocits dependra de la velocitat del flux de
sang(183).

La técnica doppler també permet analitzar 'ona de pols d'un vas. ElI Pl és un
parametre caracteristic de 'ona de pols d’'un vas determinat. Es una mesura de la
variabilitat de la velocitat de la sang en un vas. Matematicament, el Pl és el quocient

de la diferéncia de velocitats entre el pic sistolic i el minim diastolic per la velocitat
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mitjana durant el cicle cardiac. En el nostre cas, hem mesurat el Pl de lartéria
pulmonar dreta en el punt en qué es fa intrapulmonar. Aquesta artéria té una ona de
pols caracteristica, descrita per Laudy(184;185). De fet, la identificar I'artéria pulmonar
es basa en la demostracio de la seva ona de pols tipica.

L’index de pulsatilitat d’'un vas es relaciona amb la resisténcia vascular del teixit al qual
irriga. Thompson i altres, per exemple, van reproduir un model de circulacié
placentaria(186;187). En aquest model, el Pl variava quan s’obrien o es tancaven
ramificacions de I'arbre placentari, és a dir, a mesura que es modificava la resisténcia
del sistema. D’aquesta manera, es va concloure que el Pl era un bon estimador de la
resisténcia vascular que oferia el sistema. L’'index de pulsatilitat també canvia si es
modifiquen les caracteristiques de I'impuls vascular, tasca que en un mamifer
desenvolupa el cor. Considerant que el cor impulsa la sang d’'una manera relativament
estable, atribuim les modificacions del Pl als canvis esdevinguts en les resisténcies

vasculars

La técnica doppler dels ecografs moderns també permet el calcul del FMBV. EI FMBV
d’'una regié determinada no és, pero, un parametre directe (com el PI) sin6 que s’ha de
calcular amb un programa especific (MATLAB software 7.5; The MathWorks, Natick,
Mass., USA).

La fracci6 de sang en moviment (FMBV) és un métode quantitatiu que estima la
proporcié d’un teixit que conté sang en moviment, fent servir una tecnologia d’ultrasons
dotada de power Doppler. Correspon a la patent americana 5860929 i es va
desenvolupar a la Universitat de Michigan, Ann Arbor. El calcul del FMBV s’inicia
identificant una regié d’interés a partir d’'una imatge ecografica congelada —per
exemple el pulmé dret contralateral a una HD-. Parallelament, cal identificar un
objecte, localitzat a la mateixa profunditat, que tingui un 100% de flux sanguini —-posem
per cas lartéria pulmonar principal-. Amb aquest objecte com a estandard de
referéncia, ponderarem i mesurarem tots els nivells de power Doppler de l'interior de la
nostra imatge inicial. La fraccié de sang en moviment es calcula mitjangant la suma de
tots els valors power Doppler de la regié que ens interessa i dividint aquesta suma pel
nombre total de pixels de la regidé d’interés. Si tots el pixels de la imatge oferissin un
valor de power Doppler de 100, el FMBYV seria el 100%.

En tots els nostres casos, I'estimacidé de la perfusié vascular s’ha fet definint com a
area d’interés el pla ecografic que comprén tot el pulmé dret a partir del seu hili; hem
pres com a referencia de vascularitzacioé (el 100% del valor), la propia artéria pulmonar

dreta. A més a més, s’han fet diverses mesures en diferents fases del cicle cardiac,
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extraient una mitjana del FMBV per a establir el valor definitiu de la perfusié pulmonar
de cada individu.

D’aquesta explicacié es dedueix que la mesura aillada de FMBV d’un pulmé és un
valor que no té massa sentit. La comparacié estandarditzada de la mateixa area
d’interés entre diferents individus, i abans i després de realitzar una OT déna

importancia a la seqiéncia de valors que hem obtingut.

Tant el PI com el FMBV han estat utilitzats en la recerca i en la practica clinica. Per
exemple:

- EIPliel FMBV s’han correlacionat amb els valors d’o/e LHR (observed to

expected Lung to Head Ratio) en fetus humans amb HD(188). Aquest

treball ha demostrat que la grandaria del pulmé (estimada a partir de 'o/e

LHR) té relaci6 amb les mesures hemodinamiques: als pulmons més

hipoplastics, els valors de perfusié pulmonar son menors, alhora que les

resisténcies pulmonars augmenten.

El grup de medicina i terapia fetal al qual pertanyem ha publicat dos treballs en quée
s’observa una correlacié entre els parametres hemodinamics fetals i la supervivéncia:

- El pic de flux revers al principi de la diastole (PEDRF o Peak Early Diastolic
Reversed Flow) és un parametre de I'ona de flux de l'artéria pulmonar
mesurada per doppler que es correlaciona molt bé amb la grandaria
pulmonar(189) i permet determinar la probabilitat de supervivéncia del fetus.

- Un altre estudi realitzat sobre una cohort de 41 fetus amb HD ha conclos
que el millor estimador de la supervivéncia postnatal dels fetus amb HD és
'o/e LHR. Tanmateix, als fetus amb un o/e LHR <26%, els parametres
hemodinamics permeten discriminar quins moriran amb gairebé el 100% de
probabilitat (els que tenen uns valors hemodinamics molt patoldgics) i quins
fetus tenen una probabilitat de supervivéncia superior (els individus amb

uns parametres hemodinamics normals)(83).

Analitzem qué passa amb els parametres hemodinamics dels nostres fetus. La situacio
vascular dels pulmons dels fetus del grup HD és la més critica: el seu Pl és el més
elevat mentre que la seva perfusié pulmonar (estimada pel FMBV) és la menor. També
comprovem que l'oclusié traqueal ha revertit la situacié vascular compromesa dels
fetus amb HD i 'aproxima a la normalitat. Tot plegat ho podem observar molt millor si
afegim el nostre grup N (d’individus normals) a les grafiques que resumeixen la
distribuci6 dels valors de Pl i FMBV.
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Figura 30: Distribuci6 del Pl i el FMBV segons els grups (incloent N)
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Hi ha diferéncies significatives entre el Pl del grup HD i els altres dos grups.
Tanmateix, la comparacio de la distribucié del Pl entre els grups N i OT és homogénia,
amb una p=0,713.

Quan analitzem la distribucié del FMVB, hi ha diferéncies significatives entre tots tres
grups. Com es veu a la grafica, d’alguna manera, l'oclusié traqueal augmenta la
perfusié pulmonar i arriba a compensar en exceés la caiguda de perfusié que comporta
I'HD.

Es a dir, podem afirmar que I'oclusié traqueal d’un fetus amb HD canvia les condicions
hemodinamiques d’aquest fetus. Tot i disposar de poques dades, els resultats sén
prou significatius com per assegurar que els individus tractats i aquells fetus amb
hérnia diafragmatica sense oclusio traqueal corresponen a dues poblacions amb un
comportament hemodinamic diferent. Com que s’acosta molt més a la normalitat, la
situacid hemodinamica dels fetus amb hérnia diafragmatica i oclusié traqueal dona
avantatge a aquests individus respecte als fetus amb HD no tractada.

Aquests resultats sén analitzats amb detall en un article que vam publicar(158), i han

estat presentat en diversos congressos internacionals.

Altres autors també han obtingut troballes similars. Sylvester(190), a partir d’'un model
d’HD i oclusié traqueal en ovelles, va estudiar la variacié de l'index de pulsatilitat.
Conclou que I'hérnia diafragmatica es relaciona amb la hipoplasia pulmonar i amb una
elevacié del Pl i que ambdues condicions son revertides per I'oclusié traqueal. A més a
més, la reactivitat dels pulmons fetals a prop del terme de la gestaci6 (estimada per la
reaccié a la hiperoxigenacié materna) també estava afectada als fetus amb HD i
adoptava un patré més fisiologic als fetus tractats amb OT (disminucié de les

resisténcies pulmonars).
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Hi ha un treball molt curiés en qué es realitzen mesures ecografiques de parametres
hemodinamics de forma sistematica a un grup de fetus d'ovella (sense hérnia
diafragmatica) sotmesos a una oclusié traqueal(191). Els pulmons d’aquests individus
augmenten de volum fins a tres cops respecte als controls. Sorprenentment, els
parametres hemodinamics dels fetus amb OT en comparacié amb els controls es
mantenen practicament inalterats. Aixd implica que, en condicions de normalitat, el
creixement vascular secundari a 'OT és proporcional al creixement del teixit pulmonar.
El fet que tant nosaltres com altres grups(190) haguem observat una millora en els
parametres hemodinamics implica que no només hi ha un creixement proporcional del
pulmé i els seus vasos, sindé també una maduracié addicional de I'estructura vascular.
Més tard veurem com s’expressa aquesta maduracié des d'un punt de vista

morfologic.

El nostre model no incorpora un grup sham (fetus operats de la mateixa manera que
els grups intervencionistes perd sense que finalment se’ls arribi a fer una HD o oclusi6
traqueal) com a control. Els controls sham sén superior als individus no tractats del
nostre grup perqué sén més iguals als grups intervencionistes. El grup sham anul-la el
biaix que pugui haver causat la manipulacioé del fetus. L’efecte beneficids de I'oclusié
traqueal, pero, ha estat observat en molts treballs que si que incorporen un grup
sham(117;135;168;175). Es coherent pensar que de la mateixa manera que la
manipulacié dels fetus no altera per si mateix els resultats observats a nivell morfologic

pulmonar o vascular, tampoc no ho faci a nivell de 'hemodinamica fetal.

Una darrera consideracié és pensar que la variacié dels parametres hemodinamics
podria respondre a altres factors, especialment 'anémia fetal per sagnat intraoperatori.
Tanmateix, hi ha dues dades indirectes que fan pensar que la variacié dels valors
hemodinamics mesurats és deguda a la situacié d'HD i no a la manipulacié o a
I'anémia fetal:

- Després d'haver intervingut més d’un centenar de fetus de conill hem aprés
que si la cirurgia fetal no és perfecta, el fetus mor sense remei. Sempre que
un fetus ha sagnat o ha sorgit algun imprevist durant la primera intervencio,
I'hnem trobat mort al segiient procediment. Aixd ens porta a creure que els
fetus que han sobreviscut no tenien cap altra lesié associada, al marge de
I'HD.

- El pic maxim de velocitat de flux sanguini és el parametre hemodinamic
més sensible per detectar anémia, segons demostren diversos treballs en

fetus, en persones adultes i en animals d'experimentacio(192-195). La
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distribucié del pic maxim de velocitat en els tres grups d’estudi del nostre
treball és homogénia, cosa que recolza la idea que 'anémia no emmascara

els resultats obtinguts en la vessant hemodinamica.

Com a resum del que hem observat en aquesta vessant hemodinamica, podem afirmar
que:
- L'oclusié traqueal com a tractament fetal de I'HD millora la resposta

hemodinamica d’aquests individus i els aproxima a la situacié de normalitat.

b. L’oxigenacié neonatal

Els resultats objectius obtinguts en aquest apartat sén els més limitats del treball.
Fonamentalment, aixd es deu a dues dificultats que no haviem previst: la disponibilitat
del pulsioximetre neonatal i la incapacitat d’aquest instrument per mesurar alguns

individus, especialment els més greus.

Per exemple: a la Taula 9 (pagina 60), hi ha tres individus amb HD la freqUéncia
cardiaca i/o saturaci6 d’'oxigen dels quals no fou possible mesurar. Aquests tres
individus eren els que estaven pitjor de tota la seva camada: tenien molt mal color i
feien esforgos agonics per respirar (i per aixdo sabem que estaven vius en néixer). S6c
del parer que el pulsioximetre no va captar la saturacio i la freqiéncia cardiaca
d’aquests nadons conills perqué no tenia prou sensibilitat per mesurar el seu pols tan
debil i determinar la seva probable bradicardia. Tots tres van morir en pocs minuts.

Cap d’aquestes consideracions no es reflecteix a les grafiques que he aportat sobre
aquests animals. Aixd és molt significatiu, perqué hem menyspreat de les grafiques els
tres nounats més greus de la série (dels cinc amb HD sobre els que tenim dades
d’oxigenacio). Si poguéssim corregir les grafiques que apareixen a la secci6 de
Resultats i incloure les dades d’aquests tres fetus, demostrariem una correlacio clinica
més evident entre els nostres casos. Cal considerar, també, que es dbéna la
circumstancia que el nounat amb HD que saturava al 100% és potser l'individu de tota

la série amb I'hérnia diafragmatica macroscopicament més petita.

Altres factors també poden influir en lI'estat dels nounats, com ara I'administracié
d’anestésics a la mare conilla durant el seu sacrifici. Aquestes drogues anestésiques
(o altres factors) tindrien un efecte sobre tots els nadons, no selectivament sobre els

fetus amb HD. Fins i tot és logic pensar que és en el grups dels nounats normals on
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hauria de fer-se més evident la pérdua del seu benestar com a conseqiiéncia d’algun
factor que passés de la mare al fetus. Aquesta circumstancia, no I'hem constatat en

cap cas.

Els nadons amb la traquea lligada no poden respirar en néixer. Immediatament
després d’extreure’ls, els seccionavem la traquea per intubar-los amb un catéter a
través de la propia traquea i els deixavem respirar espontaniament. (La intubacio
orotraqueal del fetus de conill era massa lenta, feta a cegues, insegura i provocava
lesions). Sembla logic pensar que aquesta “reanimacio” al primer minut de vida podria
empitjorar el seu estat neonatal. Objectivament, pero, aquests nadons estaven millor
que els seus germans amb HD no tractada. Els nounats de la nostra série que pitjor
van superar la primera hora de vida foren els que tenien una HD no tractada. Els

nadons amb oclusié traqueal estaven una mica millor.

Aquesta secci6 pot resumir-se afirmant que I'oclusié traqueal millora la situacié clinica

inicial a les cries de conill amb una hérnia diafragmatica.

c. Descripcié morfologica

i.  Valoracio de la hipoplasia pulmonar

A la década dels 50, diversos autors es van fixar en la relacioé entre I'HD i la hipoplasia
pulmonar(9;196;197).

Areechon fou qui primer va fer un recompte del nombre de ramificacions bronquials
dels pulmons dels nadons amb HD. Va trobar que el seu nombre era molt disminuit i
equivalent al d’'un fetus de 10 o 12 setmanes. Fins llavors, hi havia la idea general que
'HD es produia en néixer: els organs abdominals ascendien al tdérax com a
conseqiéncia de la pressio negativa que exercia el nadd en comencar a respirar.
Aquest treball demostrava que I'HD havia de tenir lloc molt aviat durant la gestacio,
almenys des de la setmana 10 o 12(10).

Quantificar les ramificacions bronquials és un procediment dificil i lent. En comptes
d’aquesta mesura, el pes dels pulmons i la seva relacié6 amb el pes del fetus (és a dir,
el LBWR) i el recompte alveolar radial han estat els parametres classics per definir la

hipoplasia pulmonar.
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Els pulmons amb HD sén objectivament més petits que els pulmons normals. L’OT fa
créixer els pulmons amb hérnia fins a valors més propers a la normalitat. Per exemple:
els pulmons esquerres (els de la banda de 'hérnia) dels individus amb HD de la nostra
série pesen de mitjana un 45,6% de la mitjana dels pulmons esquerres del grup N. En
un altre treball amb un model d’'HD en conill, com el nostre, aquesta relacié també fou
del 46%(169). Aquesta dada també dbna coheréncia al nostre model d’HD.

El pes mitja del pulmd esquerre dels individus del grup OT ascendeix fins al 75% del
pes del pulmd6 normal (grup N).

A la banda contralateral també hi ha una afectaci6 del pes dels pulmons. Els pulmons
drets del grup HD so6n el 60% dels del grup N (al treball a qué tot just féiem referéncia,
la proporcio era del 81%(169)); en els individus sotmesos a OT, el pes del pulmé dret
tendeix a normalitzar-se fins a arribar al 93% del pes mitja dels pulmons drets del grup
N.

La tecnica per fer el recompte alveolar radial —RAC, Radial Alveolar Count- fou
descrita per Emery i Mithal(161). Aquests autors ja van reconéixer aquest metode com
el més fidel per diagnosticar el grau d’hipoplasia pulmonar. Des de la seva publicacio,
aquesta técnica ha experimentat poques variacions. La nostra determinacié del RAC
s’ha fet de forma practicament igual a l'original. Hem pres, com a minim, deu
determinacions de RAC per cada individu. Aquest nombre és el que es va proposar en
la descripcid original per tal de minimitzar el biaix que suposa mesurar una estructura
tridimensional en un sol pla. A la practica clinica, si es determina el RAC en una
necropsia cal prendre deu mesures com a estandard de qualitat. Alguns autors han
assenyalat la conveniéncia d’obtenir fins a 40 mesures per cada pulmé (huma) per tal
de millorar la reproductibilitat del métode(198). En molts dels nostres casos, pero, les
10 0 12 mesures de RAC que obteniem esgotaven tots els bronquiols respiratoris a
partir dels quals podiem fer aquesta determinacié.

Per tal d’evitar discrepancies entre observadors, les mesures de RAC foren preses,
majoritariament, per parelles d’observadors. Aixi, ja s’establia un doble control al
moment de recollir cadascuna de les dades. Posteriorment, i per tal de validar els
nostres resultats, vam obtenir fotografies de (gairebé) tots els recomptes d’alvéols
(aixd suposa més de 300 imatges). Les fotografies van ser validades per un patoleg
expert.

Per ultim, s’ha vist que preparar els pulmons per a I'estudi histologic tot inflant-los a
través de la via aéria a una pressié controlada millora els resultats obtinguts en la
determinacié del RAC(198;199). Nosaltres no ho hem fet. Els pulmons amb una

hipoplasia greu no modifiquen els seus parametres morfométrics quan es fixen sota
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pressio a les vies aéries. En canvi els pulmons sans, quan s’expandeixen sota pressio,
si que poden experimentar una variaci6 a les mesures de RAC si no s’han fixat
correctament(169). Aquest problema és maxim quan s’analitzen pulmons de fetus que
mai no han respirat. Els fetus amb els pulmons més normals (els dels grups OT i N)
sén precisament aquells que es trobaven més inflats i que més havien respirat.

D’aquesta manera 'efecte d’aquest possible error queda minimitzat.

L’any 1979 es va proposar una definicié d’hipoplasia pulmonar en humans basada en
els valors de LBWR i RAC que encara ara és acceptada(200). Es considera que hi ha
una hipoplasia pulmonar quan el valor del LBWR és inferior al 67% del valor mitja
acceptat com a normal (<0,012 en humans). Pel que fa al RAC, un valor inferior al
75% de la normalitat (<4,1 en ’huma) també defineix hipoplasia pulmonar.

Obviament, no hi ha parametres de normalitat en conills per definir la hipoplasia
pulmonar. Si traslladem al conill els criteris de I'huma, conclouriem que, a la nostra
mostra, un LBWR inferior a 1,57 (el 67% de 2,35, la mitjana del LBWR del grup N) és
el limit per definir hipoplasia pulmonar. D’acord amb aquesta definicié, només el grup
HD té hipoplasia pulmonar, amb un valor mitja de LBWR d'1,27 (un 53,86% del grup
N). El grup OT té una mitjana de LBWR d’1,97 (un 83,32% del grup N). L’oclusié
traqueal, d’acord amb aquesta definicid, reverteix la hipoplasia pulmonar que causa
I'hérnia diafragmatica. Altres investigadors que han treballat amb un model similar al
nostre han obtingut unes dades de LBWR comparables a les nostres. En aquests

treballs, 'OT també millora aquest parametre(117;167;175)

Pel que fa al RAC, que com hem dit és un estimador més acurat d’hipoplasia
pulmonar, el limit inferior de la normalitat se situaria en 3,55 (el 75% del valor de la
mitjana del RAC del grup N: 4,74). D’aquesta manera, només el grup HD (amb una
mitjana del RAC de 2,98, és a dir, el 63% del RAC del grup N) compleix els criteris
d’hipoplasia pulmonar. El grup OT té un valor del 84% del RAC del grup N (3,99 de
mitjana). Novament, observem que l'oclusi6é traqueal reverteix la hipoplasia pulmonar

de I'hérnia diafragmatica.

El proposit d’aquest criteri no és fer una valoracié de grup, sin6 aplicar-lo a un individu
concret i determinar si té o no hipoplasia pulmonar. Quan analitzem aixi els subjectes
de la nostra mostra (donant més valor al RAC en cas de discrepancia), el criteri es
demostra molt valid. Té un valor predictiu positiu i negatiu del 100% perqué tots els
fetus del grup HD tenen hipoplasia pulmonar, mentre que cap fetus amb OT en té. Val

a dir, perd, que la correspondéncia no és perfecta, ja que tres fetus del grup N
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(individus suposadament normals) també presentarien hipoplasia pulmonar si

s’apliqués el mateix principi.

En resum, morfoldgicament podem afirmar que I'OT reverteix la hipoplasia pulmonar

que condiciona I'HD i acosta aquests individus cap a la normalitat.
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ii. Valoraci6 de les mesures arterials

Al llarg d’aquesta tesi hem comentat diverses vegades que els principals problemes
dels nadons amb una HD eren la hipoplasia pulmonar i la hipertensié pulmonar.
Ambdues circumstancies solen anar de la ma. Tot i aixo,

la nostra experiéncia clinica practica ens demostra que és la hipertensié pulmonar
greu i refractaria al tractament la que sol provocar la mort als pacients més critics.
Tanmateix, s’han dedicat molts més estudis a la valoracié morfoldgica dels pulmons i
del seu grau d’hipoplasia que els que s’han focalitzat en I'aspecte vascular.

Sabem que els pulmons dels individus afectes d’HD tenen menys artéries per unitat de
volum pulmonar(64;201). Aquestes artéries es muscularitzen en excés durant la
gestaci6 i presenten un engruiximent de I'adventicia i de la tanica mitja(201;202). La
muscularitzacié de les arterioles s’estén fins a un nivell molt periféric i arriba a les
arterioles que es troben dins el propi acini pulmonar(201;203;204). Precisament sén
aquestes darreres arterioles les principals responsables de la resisténcia pulmonar al
flux sanguini(87;205).

En humans, els vasos intraacinars tenen un diametre comprés entre els 50 i els 200
um; aquestes mesures disminueixen fins als 30-40 um en animals més petits, com el
conill(202;206).

Tots aquests canvis s’han documentat tant en humans com als diferents models
animals experimentals.

Durant la vida intrauterina els pulmons no tenen la funci6 que més tard
desenvoluparan. Per aix0, el flux de sang pulmonar es redueix al minim. | les
resisténcies pulmonars sén, de forma fisioldgica, molt elevades. Cap al final de la
gestacié el fetus es prepara per a la vida extrauterina. Les arterioles intraacinars
augmenten en nombre, alhora que també augmenta la seva capacitat de distensio.
Quan un nadd6 neix, el flux de sang als seus pulmons s’incrementa fins a deu
cops(207).

Els nadons amb una HD també es preparen, a la seva manera, per a la vida
extrauterina. Un excel-lent treball de Roubliova (en qué es confecciona un model d’HD
en conills igual que el nostre i on els fetus sén sacrificats en diferents dates al final de
la gestacié) demostra que I'adaptacié al naixement de les artéries dels fetus amb HD
també succeeix(168). Per exemple, el gruix de la capa muscular decreix cap al final de

la gestacio.
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Tot seguit reproduim la grafica que relaciona el diametre vascular amb el gruix de la

capa muscular afegint el grup N per fer-la més representativa. Hi ha diversos aspectes

d’aquesta grafica que vull destacar:

L’oclusié traqueal tardana reverteix I'engruiximent de la capa muscular fins
a valors similars als normals.

El pic de maxima resisténcia vascular (entés com el d’aquells vasos amb
una paret muscular més gruixuda) se situa entre 15 i 30 um. Aquest
diametre vascular coincideix amb el dels vasos intraacinars.

La confeccio de les corbes corresponents a cada grup (HD, OT i N) esta
feta per separat. El fet que les tres corbes presentin un dibuix for¢a similar
(al marge de petites variacions i que la corba del grup HD es trobi
desplagada sobre I'eix d’ordenades) dona consisténcia al nostre treball. En
cadascuna de les corbes s’han considerat totes les mesures arterials
realitzades: 434 mesures valides del grup d’individus amb HD; 483 dels
d’OT i 811 artéries mesurades al grup N. Aguest nombre tan elevat de
determinacions —1728- és el que ddéna coheréncia interna, credibilitat i

validesa a la grafica.

Figura 31: Distribucié de TAMT segons el diametre arteriolar (incloent N)
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En tota la literatura que he revisat, només un altre treball aporta una grafica com
aquesta, també en un model de conill(117):

Figura 32: Grafiques del treball de Roubliova et al(117)
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Figure 2 Grapha display of proportionate medial thack ness (%5MT) of normal, CDH + SHAM and CDH 4+ TO feluses in vesiels
less than 60 pm, categorzed by S pm, up to 45 pm, at given GAs. A, 26; B, 27; and €, 28 days. Sipmaflcant differences between
CDH + SHAM and CTR (*) and CDH + TO and CTR (#) are marked. D, Bar chart of proportion of muscularzed vesaels les
than 30 um sl esch tme point for TO, corrected for values oblained in controls, where values in nomal fetuses are 0% and in
CDH + SHAM fetuses are 100%.

El treball al qual pertanyen aquestes grafiques és excel-lent. Se centra en la morfologia
dels petits vasos pulmonars en un model d’'HD i d’oclusié traqueal en conills. El
disseny del treball, la metodologia i I'analisi sén molt bons. En aquest aspecte, crec
que superior al nostre treball.

Per exemple, les artéries es tenyeixen dos cops: primer amb un reactiu especific per a
marcar les fibres elastiques (Elastica von Gieson) i després, per immunofluorescéncia,
amb un anticds contra el muscul llis. D’aquesta manera la identificacié de les artéries
és segura i, per sobre de tot, és possible valorar les artéries no muscularitzades.
Nosaltres només hem fet una tincié6 d’hematoxilina-eosina. Hem identificat el muscul
llis a gran augment (x40) gracies a la seva caracteristica distribucié al voltant d’'un vas
amb endoteli. Obviament, només hem mesurat les artéries muscularitzades. Per tant,
no disposem d’informacié sobre les arterioles no muscularitzades que hi ha a I'acini

pulmonar.
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En aquest interessantissim treball hi ha un grup control. L’hérnia diafragmatica es
confecciona, com la nostra, el dia 23 de gestaci6. També es valora I'efecte del
moment en qué es fa 'oclusioé traqueal. Per aixd hi ha un grup de fetus en qué I'oclusié
té lloc el dia 26, un altre el 27 i un darrer (com el nostre cas) el dia 28. Tots els fetus
sén recollits el dia 30, al igual que els nostres. Per tant, en aquest treball el grup d’'HD
aillada és igual al nostre grup HD, i el grup d’oclusié traqueal 28 també és igual al
nostre grup OT.
Quan comparem les grafiques que s’aporten en aquest treball amb les nostres (fixant-
nos en els grups HD i OT28) observem que a partir d’'un gruix de 20 pm sén molt
similars, fins i tot en el gruix de la capa muscular. L'efecte de I'OT és el mateix que
observem nosaltres: un aprimament de les arterioles.
D’altra banda, hi ha algunes diferéncies que cal comentar:
- En tots els nostres grups, el pic de maxim gruix de la paret arterial es déna
a linterval comprés entre els 20 i els 25 um. A les grafiques de Roubliova,
el gruix de la paret arterial sempre és descendent, i és maxim en el minim
diametre arteriolar.
- Als resultats, Roubliova explica que no han observat que I'OT faci cap
efecte important en vasos per sobre de 30 um. Com es desprén de la
nostra grafica, nosaltres hem de dir que 'efecte de I'OT és constatable en

vasos de qualsevol calibre.

Val la pena dir que tots els seus grups tenen un minim de sis individus per grup, pero
qualsevol dels nostres tres grups (HD, OT i N) té€ més individus que els seus. Les
nostres grafiques, doncs, estan basades en una mostra més gran d’individus. No he

trobat cap altre treball a la literatura que aporti grafiques similars.

Una darrera informacié que aporta el treball de Roubliova, i que nosaltres no podem
mesurar, és la proporcié d’arterioles muscularitzades de I'acini pulmonar respecte les
que no ho soén. La grafica D del seu treball és molt representativa, en aquest cas.
L’escala és relativa i el valor 0% correspon a la proporcié d’arterioles muscularitzades
del grup control, mentre que el 100% correspon al del grup amb HD. El que ofereix la
grafica, doncs, és el descens relatiu d’artéries muscularitzades atribuible a I'OT. El
més interessant és que I'efecte és maxim quan I'OT es produeix de forma tardana, al
final de la gestaci6. EI nombre d’arterioles no muscularitzades presents a l'acini
pulmonar després d’una OT feta el dia 28 és el 73% de les d'un individu normal,

mentre que només és del 15% quan I'OT té lloc el dia 26.
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Totes les nostres mesures arterials han estat preses per dos observadors, tot sovint,
treballant plegats. L'entrenament i el criteri de seleccié dels vasos és el mateix.
Basicament, i ja que les 50 mesures arterials sovint esgotaven totes les artéries
d’'aquell pulmé, féiem un rastreig sistematic de tot un tall pulmonar (que incloia,
almenys, dos Iobuls) i comptavem camp per camp totes les artéries que trobavem fins
a arribar a 50 o fins que s’acabés el pulmé. Només comptabilitzavem aquells vasos
que consideravem (pel seu aspecte) que eren sens dubte arterials. D’aquesta manera,
per exemple, quan haviem recorregut tot el Idbul superior no hi quedava cap artéria
per mesurar. Fins que el primer ldbul no estava esgotat no passavem a ['altre Iobul
pulmonar. El tros de pulmé que quedava en arribar a 50 artéries, no estava
comptabilitzat. En tots els casos les 50 mesures arterials es van prendre seguides,
sense deixar el microscopi ni interrompre la tasca fins al final.

Aquesta manera sistematica de procedir minimitza el risc de diversos tipus d’error:

- El que es produeix perqué hi ha mesures fetes per diversos observadors.
En treballar plegats la major part del temps, hi ha un doble control de les
mesures arterials alhora que s’homogeneitza el criteri per quan les
adquisicions dels valors es facin individualment.

- Evita que una mateixa artéria sigui comptabilitzada diverses vegades.

- Es minimitza el risc que les artéries mesurades no fossin representatives
d'aquell pulmé. Aixd podria haver passat si no haguéssim seguit una
técnica sistematica d’escombratge i només haguéssim seleccionat les
arterioles més facils, o les més grosses... La grafica seguent, per exemple,
representa com es distribueixen les mostres obtingudes en cadascun dels
grups. Es evident que la proporcié d’arterioles de cada interval de diametre
és molt similar en cada grup (i molt similar, segurament, a la distribuci6 de
les arterioles qué té lloc dins els pulmons). Aquesta grafica, per si sola,

valida la técnica que hem seguit per mesurar les artéries.
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Figura 33: Distriubicio de les mostres segons el diametre arteriolar
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La distribucié de les artéries dels grups OT i N és molt similar, quasi paral-lela. En
canvi al grup HD podriem observar la tendéncia a la substitucid de les arterioles més
petites per d’altres un diametre superior. Més que un defecte técnic, aixod tradueix

I'efecte de I’'HD sobre el gruix de les artéries.

A nivell vascular podem concloure que:
- L’oclusié traqueal tardana reverteix I'engruiximent de la capa muscular fins
a valors similars als normals. Aquest efecte s’'observa en artéries de totes
les grandaries.
- Els petits vasos intraacinars sén els que ofereixen una major resisténcia al

flux de sang.
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d. L’estudi immunohistoquimic

Treballar amb un model de conill comporta sacrificar la possibilitat d’obtenir bons
resultats en aquesta vessant de I'estudi. La justificacié d’aquesta afirmacio es deu a la

manca d’anticossos comercials aplicables al nostre model.

Tant la immunihistoquimica com el Western blot sén técniques que es basen en
I'aplicacié de dos anticossos. El primer anticos és especific contra la proteina o factor
que volem determinar. La majoria dels anticossos especifics comercialitzats soén
obtinguts a partir de conills. El segon anticos sol anar dirigit contra la part comuna de
les immunoglobulines. A la practica, el segon anticos, potenciat i ampliat per la biotina,
es converteix en un anticos contra les proteines d'una determinada espécie,
normalment el conill. Per aixo, el segon anticos sol anomenar-se anti-conill o anti-
ratoli... Es aquest segon anticos el que esta marcat i podem visualitzar i/o quantificar.
Aqui és on rau el nostre problema. Si haguéssim treballat amb ratolins, hauriem fet
servir qualsevol anticds comercial especific contra la proteina que volem (en ratolins el
cataleg és summament extens, i solen estar obtinguts a partir de conills) i hauriem fet
servir un segon anticos, anti-conill, per detectar el primer.

Si intentem fer servir els anticossos que hauriem fet servir amb un model de rata o
ratoli (habitualment produits en conill), ens trobarem que, en una segona fase, tota la
nostra preparacié quedara marcada positivament. Aixd és aixi perqué totes les
cél-lules del nostre model de conill expressen I'epitop inespecific del conill contra el

qual es dirigeix el segon anticos.

El problema dels models de conill és, precisament, que el cataleg d’anticossos
disponibles és molt limitat. Fins i tot hi ha anticossos especifics “valids” segons el
cataleg que, tot i no especificar cap contraindicacié per ser utilitzats contra el conill, no
funcionen a la practica. Aquest ha estat el cas del VEGF.
Per aixod, i un cop ja acabada la fase experimental, hem hagut de modificar, sobre la
marxa, el nostre disseny inicial.
- El VEGF. Per fer aquesta immunohistoquimica vam fer servir un anticos
sobre el qual teniem dubtes de la seva utilitat en conill. Disposavem de
restes d’anti-VEGF que s’havien fet servir per altres estudis (en humans). A
les instruccions d’aquest anticos no hi constava cap contraindicacié
explicita contra proteines de conill, i vam creure que valia la pena provar-lo.

Les tincions de prova van demostrar una positivitat generalitzada arreu,

95



cosa que demostrava que el nostre reactiu era inespecific i no utilitzable en
el conill.

El TGF-$3. Aquest és I'Unic factor dels que voliem estudiar que disposa
d’un anticds valid per al conill. Com ja hem comentat, la tincié fou erratica i
inespecifica. Tots tres grups eren molt similars. Per aixd vam optar per
realitzar un Western blot, ja que aquesta técnica oferia la possibilitat de
mesurar quantitativament d’'una manera més senzilla si hi havia diferéncies
entre els grups o no. (L’'alternativa era tan feixuga com recomptar
manualment centenars de cél-lules de les mostres de cada grup, estudiar la
seva positivitat i analitzar les diferéncies).

La comparacié de la intensitat del senyal dins de les mostres de cada gel és
facil i exacte. El problema és com comparem les mostres provinents dels
diferents gels. Habitualment es fa cérrer una proteina coneguda i mesurada
que serveixi d’estandard comu, perd no vam prendre aquesta precaucié en
el nostre cas.

També hem comeés un altre defecte técnic a I'hora d’analitzar els resultats
del Wetern blot. Juntament amb TGF-B3 es va fer correr una altra proteina,
la tubulina, amb una concentraci6é i quantitats conegudes. El senyal de
tubulina en cada pou ha de ser el mateix, i si no ho és cal corregir-lo perqué
indica que potser s’ha ficat en algun dels pous una quantitat major de la
nostra mostra. La nostra analisi no ha estat corregida amb els valors de la
tubulina ja que es van perdre algunes de les fotografies adquirides i el
programa per poder obtenir les imatges que finalment es van mesurar.

Es per aixd que ens hem limitat a fer una analisi global dels resultats amb
les fotos de qué disposem i una comparacié entre els diferents grups
d’estudi (individus sans, HD i OT) basada entre les mostres provinents del
mateix gel. Igualment, tampoc oferim cap analisi estadistica en aquest
apartat. Som conscients, doncs, que els resultats en aquesta vessant sén
orientatius.

Malgrat tot, tant la immunohistoquimica com el Western blot suggereixen
que TGF-33 no varia la seva expressié després de la realitzacié d’'una OT.
Per tant, TGF-3 no és un factor regulador clau en la maduracié pulmonar
estimulada per I'OT.

Per ultim, les instruccions del fabricant de I'anticos anti TGF-B3 indiquen
que probablement pot tenir reaccié creuada amb altres proteines de la

mateixa familia (com el TGF-$2 o TGF-p1). Si aixo és aixi, implicaria que el
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TGF-p2 tampoc és un mediador clau en la resposta a 'oclusié traqueal en
el nostre model d’'HD al fetus de conill. Aquesta conclusié ja ha estat
observada per altres investigadors que, en un model muri d’HD amb nitrofé,
tampoc han trobat que la familia dels TGF tingui un paper important en el
desenvolupament pulmonar secundari a [l'oclusid6 traqueal(208;209).
Tanmateix, en el model d’HD en ovelles, TGF-B2 (perd no TGF-B1) si que

augmenta la seva expressio després de 'oclusio traqueal(124).

Podem concloure, doncs, que:

- Desconeixem quin és el paper del VEGF al nostre model i si aquest factor

és clau en la resposta a I'OT.
- L’OT reverteix la hipoplasia pulmonar i la situacié funcional vascular dels

individus amb HD. Cap d’aquests efectes no estaria mediat pel TGF-33.
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e. Relacio dels diferents apartats entre si

En comencar la discussié hem analitzat el model d’HD i hem valorat la situaci6é dels

individus amb HD respecte als individus sans. També hem comentat el que succeia als

fetus amb hérnia diafragmatica sotmesos a oclusié traqueal en el nostre model:

hi ha una maduracié pulmonar (que hem demostrat per la milloria dels
parametres que mesuren la hipoplasia pulmonar, com el RAC o el LBWR),
la maduracié pulmonar s’acompanya d’una maduracié vascular, estimada
per la reduccié del gruix de la capa muscular de les arterioles dels pulmons
fetals;

a més a més, també hi ha una millora significativa de la resposta vascular,
estimada pels parametres hemodinamics fetals Pl i FMBV.

Com a conseqliéncia logica d’aquesta nova situacié desencadenada per
I'OT, els fetus tractats estan en millors condicions per fer front a la transicié
cap a la vida extrauterina (tal i com hem estimat per les mesures de

saturacio, freqiéncia cardiaca i 'observacio subjectiva de la seva vitalitat).

La pagina segient ofereix un resum dels efectes que desencadena 'oclusié traqueal i

com es relacionen entre ells.
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Figura 34: Resum dels principals efectes que desencadena I'oclusié traqueal al nostre model i de les relacions que entre ells s’estableixen
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L’esquema anterior diferencia entre correlacions demostrades (encara que no
assoleixin el grau de significacié estadistica), manca de correlacid, i correlacions poc

valorables, que son aquelles que inclouen algun dels parametres de benestar fetal

Les correlacions amb parametres de benestar fetal (saturaci6 O, o frequéncia
cardiaca) estan elaborades a partir de poques dades. Les considerarem indicatives de
tendéncia, perd no podem extreure’n conclusions fermes. A més a més, la situacio
neonatal és un concepte complex en qué hi influeixen molts parametres, com ara el
grau d’hipoplasia pulmonar, la morfologia vascular, la reactivitat i sensibilitat vascular o
’hemodinamia fetal. Per tant, no podem saber en quina mesura cadascun d’aquest
parametres contribueix al benestar del nounat. Mes enlla d’un genéric “els individus
amb millors parametres prenatals son els que millor superen la primera hora de vida”
poca cosa més podem dir. Potser podem incloure I'afegité que “en tant que 'OT millora
la situacié prenatal dels individus, probablement també fa que estiguin en millors

condicions quan neixin”, encara que no podem quantificar aquesta afirmacié.

Les correlacions demostrades son correlacions logiques que estan d’acord amb el que
un s’esperaria trobar. El fet que gairebé cap correlaci6 no adquireixi el grau de
significacio estadistica no és rar, considerant la mida de la mostra. Ras i curt, hi ha
relacié entre:

- Parametres dhipoplasia pulmonar (com el RAC) i mesures
hemodinamiques (Pl): els pulmons més hipoplasics son també els que
tenen una resisténcia més elevada.

- Les mesures arterials (el gruix de la capa muscular) i mesures
hemodinamiques (FMBV): observem que els pulmons amb les artéries més
engruixides (que habitualment sén individus amb una HD) sén els menys

perfosos.

Si l'oclusié traqueal desencadena una resposta a tres nivells (maduracié pulmonar,
maduracié vascular i resposta hemodinamica) i hi ha una resposta significativa en

cadascun d’ells, les correlacions que acabem de comentar no ens haurien d’estranyar.

Tanmateix, el que crida més I'atencio de la grafica anterior és la manca de correlacio
entre els diversos aspectes analitzats. Es a dir, de forma predominant, al nostre model
hi ha una abséncia de correlacié entre les tres respostes a 'OT (maduracié pulmonar,

hemodinamica i de desenvolupament vascular).
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He de reconéixer que aquest resultat em va sorprendre. A priori, m’hauria esperat
trobar una relacié clara entre els diferents aspectes. Tant és aixi que vaig repetir totes
les mesures i analisi i vaig buscar totes les maneres que se’m van océrrer per poder
trobar un resultat que s’ajustés més a alld que jo esperava. Pero les dades son les que
son. Amb el temps, he comprés que aquest és, potser, el resultat més interessant

d’aquest treball.

Per qué loclusié traqueal desencadena una resposta positiva en cadascuna
d’aquestes vessants? La resposta no pot ser, simplement, una qlesti6 mecanica. Ja
hem vist que els pulmons han madurat, que estan millors preparats per a la vida. Aixo,
necessariament, ha de passar perqué l'oclusi6 traqueal actua com a gatell o
desencadenant d’'un canvi en I'expressié dels factors de creixement que modulen la

maduracié pulmonar i vascular. Imaginem ara dos suposits diferents:

a) Un unic factor de creixement o una via de transmissié de senyals és el
responsable de modular la triple resposta observada: maduracié pulmonar,
maduraci6é vascular i resposta hemodinamica. L'OT estimularia aquesta via i,
de manera proporcional a la seva estimulacio, observariem una resposta
progressiva en cadascuna de les 3 vessants esmentades. Si aix0 fos aixi, em
semblaria l0gic trobar una clara correlacié entre tots els esdeveniments que
hem estudiat.

b) L’oclusi6é traqueal estimula cadascuna de les respostes per mitja de diferents
factors o vies metaboliques. En aquest cas, sembla logic pensar que en alguns
individus la maduracié pulmonar, per exemple, pugui haver assolit una
estimulacié superior a, posem per cas, la resposta hemodinamica o la
maduraci6é vascular. Assumint aquesta idea la manca de correlacié entre els
diferents aspectes analitzats és logica perqué I'OT no hauria d’estimular, de
manera proporcional, cadascuna de les diferents vies. Veient el conjunt de
correlacions “planes”, presents entre tots els grups de variables entre si, cal
deduir que aquest suposit amb més d'un factor de creixement claus és

I'explicacié del nostre problema.

Per tant, I'analisi dels resultats em porta a suggerir una hipotesi de manca de ralacié
entre els efectes desencadenats per 'OT. D’acord amb aquesta hipotesi la resposta a
nivell de maduracié pulmonar, vascular (i fins i tot hemodinamica) depén del grau en

qué I'OT estimula les vies metaboliques que portaran a desenvolupar cadascun

101



d'aquest efectes. Tanmateix, el grau de resposta observat en cadascun dels

parametres no ens pot fer preveure qué passara, necessariament, amb els altres.

Aquesta hipotesi recolzaria les observacions cliniques practiques de la nostra
experiéncia en el tractament amb oclusi6 traqueal de fetus humans amb HD. Tots els
grups que tractem pacients amb HD i oclusi6é traqueal prévia hem observat alguna
vegada que, sense saber per qué, alguns pacients aparentment no responen al
tractament. Certament els seus pulmons s’han inflat, han crescut, pero els parametres
hemodinamics segueixen tan dolents com abans de I'OT. Habitualment, aquests
pacients presenten una hipertensié pulmonar molt greu. Davant d’'un pacient concret, a
priori, no sabem predir quina sera la seva resposta al tractament fetal. Tinc la
impressio que, també en éssers humans, em trobo davant del mateix fenomen: la
manca de relacié directa entre parametres hemodinamics i morfoldgics, entre

maduracio pulmonar i vascular.

Aquesta hipotesi em sembla el resultat més significatiu que aporta aquesta tesi. Aixo
em porta, pero, a comentar el resultat més decebedor del treball: I'estudi histoquimic.
La dificultat principal ens la déna el model escollit, com hem comentat. Aixd ens ha
impedit poder analitzar el factor de creixement en el qual teniem més esperances: el

VEGEF. La resposta a I'OT no es modula a través de I'expressio de TGF-33.

Tanco aquesta tesi, doncs, amb nous interrogants i projectes: identificar els diferents
factors de creixement implicats en la resposta a 'OT i demostrar la certesa d’aquesta
hipotesi d’independéencia. Per fer aixd, podem treballar amb models més senzills, com
el teratologic amb nitrofé i ratolins, que, si bé no ens permetran mesurar la resposta
hemodinamica, ens donaran accés a tot un gran cataleg de factors de creixement per

poder analitzar.

Resumint, de I'analisi integrada de totes les vessants del nostre experiment dedueixo
que:
- L’OT desencadena una resposta sobre els individus amb HD per la qual
maduren tant a nivell pulmonar com vascular.
- La maduraci6 en ambdds aspectes (pulmonar i vascular) estaria
desencadenada per factors diferents i seria forga independent 'una de

I'altra.
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VIL.

CONCLUSIONS

En els fetus amb HD tractada amb OT milloren les caracteristiques del flux
vascular pulmonar (disminueixen les resisténcies i augmenta la perfusié
pulmonar); els espais aeris pulmonars maduren; parallelament, també
s’observa una maduraci6¢ vascular pulmonar. Per tot plegat, els nounats amb

HD sotmesos a OT neixen amb avantatge respecte els que no s’han tractat.

L’OT és el gatell que desencadena tots aquests efectes. Hi ha una correlacio
pobra entre ells, ja que les respostes no sén proporcionals entre si. Es més, en
bona part, es produeixen de forma independent les unes de les altres. El
mecanisme subjacent que permet explicar la manca de correlacions ha de ser
'estimulaci6 de vies metabdliques reguladores independents per a la
maduracio vascular pulmonar, la maduracié de les vies respiratories i potser la

resposta hemodinamica dels vasos pulmonars.
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