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Justificacion

JUSTIFICACION

La hernia diafragmatica congénita (HDC) es una entidad caracterizada por una alta mortalidad y
un elevado nimero de malformaciones asociadas que provocan en los supervivientes
importantes secuelas. La etiologia de la HDC es desconocida, pero el complejo malformativo
que acompana al defecto diafragmatico hace sospechar que existe una alteracion de los
mecanismos reguladores de la organogénesis vehiculados por la cresta neural (CN), en su
origen.

La CN es una estructura embrionaria considerada como una hoja germinal mas, de la que
derivan una gran cantidad de tipos celulares, tejidos y 6rganos. La pluripotencialidad de sus
células y su capacidad de migrar a diferentes 6rganos diana son sus principales caracteristicas.
En determinadas enfermedades o complejos malformativos existe un patron de alteraciones
que afectan a estructuras derivadas de la CN, por lo que son conocidas como
neurocristopatias.

La HDC puede, en determinadas circustancias, ser considerada como una neurocristopatia mas.
La asociacion de malformaciones cardiovasculares, craneofaciales o branquiales al defecto
diafragmatico, hacen pensar que la CN esta de alguna forma ligada al origen de esta entidad.

El modelo experimental de HDC inducida con el herbicida nitrofen en ratas, ha permitido
demostrar la similitud del modelo murino y la entidad humana, no sélo en el defecto primario y
en la hipoplasia pulmonar asociada, sino, lo que es casi mas importante, en todo el cortejo
malformativo acompanante. Las condiciones controladas de laboratorio han facilitado la
comprension de los mecanismos moleculares y genéticos involucrados en la etiopatogenia de la
enfermedad. De hecho, muchas de las alteraciones primero descritas en la rata, lo han sido a
posteriori en el humano.

Hasta hoy son muchas las estructuras derivadas de la CN que han sido estudiadas tanto en la
HDC humana como en la experimental. Este trabajo se centra en algunas no descritas hasta
ahora, bien por la dificultad de su estudio en animales, bien por la complejidad de su analisis en
humanos. Tanto la funcién timica como el metabolismo fosfocdlcico estan en intima relacion
con algunas estructuras o células neurocristales y existen evidencias experimentales de su
alteracion en la HDC inducida con nitrofen. Ocurre lo mismo con el sistema venoso central,
también derivado de las células de la CN, que aun no ha sido investigado en el modelo
experimental de hernia.

Para intentar estos objetivos se ha elaborado un disefio mixto clinico-experimental, con un
estudio casos-control y una revision de material necropsico por una parte, y un analisis de
malformaciones venosas en condiciones de laboratorio por otra. Dicho disefio nos ha
permitido comprobar una vez mas el paralelismo entre las dos condiciones y, lo que es mas
importante, nos ha hecho conocer mejor a los pacientes supervivientes a una HDC.
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INTRODUCCION

I. LA HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA (HDC)

1.1. DEFINICION. EPIDEMIOLOGIA:

La Hernia Diafragmatica Congénita (HDC) es una malformacion consistente en un orificio
diafragmatico a través del cual se introducen las visceras abdominales al torax durante el
desarrollo embrionario. Ocurre con una frecuencia de 1/3500-5000 recién nacidos vivos'” vy,
debido a la hipoplasia pulmonar acompanante y a la asociacion de malformaciones graves,
fundamentalmente cardiacas, su mortalidad es muy elevada a pesar de los grandes avances en
terapia neonatal intensiva*. Dicha mortalidad se sitta en torno al 40% en los recién nacidos con
HDC pero aumenta al 60% si se tienen en cuenta los abortos o mortinatos®'°,

Figura I. Imagen correspondiente a un recién nacido con HDC bilateral, fallecido tras el
nacimiento. Puede observarse la herniacion de intestino delgado y bazo en el hemitérax
izquierdo, y del I6bulo hepatico derecho en el hemitérax del mismo lado; asi como la
hipoplasia pulmonar bilateral , que causoé el fallecimiento del paciente.

La incidencia es similar en los dos sexos y la gran mayoria de los casos son esporadicos, con
sélo un 2% de asociaciones familiares''. La forma de presentacién clinica mas frecuente es la
HDC aislada, entendiendo por ésta la que no forma parte de sindromes o genopatias. Sin
embargo, frecuentemente se acompana de otras malformaciones siendo las cardiopatias las mas

comunes y graves™ ' '>'*
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Dentro de las formas sindromicas, la HDC puede asociarse al sindrome de Fryns,
caracterizado ademas de por la hernia, por facies tosca, hipoplasia acra, onfalocele y
cardiopatia. Su herencia es autosomica recesiva y estd causado por deleciones en los
cromosomas |15y 8" ', También puede formar parte del sindrome de CHARGE, acrénimo en

inglés de la asociacion de coloboma, atresia de coanas, malformaciones cardiacas, retraso
mental, hipoplasia genital y deformidades auriculares. Y también en ocasiones de
cromosomopatias como las trisomias 13 6 18. Todas estas situaciones constituyen los cuadros
clinicos mas graves, en los que la mortalidad puede alcanzar el 100%'"".

Se han descrito algunos casos asociados a la exposicion de farmacos y agentes quimicos como
la talidomida, la quinina, el cadmio o el nitrofen®* ?', e incluso a dietas deficitarias en vitamina
A lo que ha propiciado un amplio campo de investigacion sobre el papel de los retinoides en
el origen de la HDC, como se detallara més adelante™?,

Anatomicamente, el tipo mas frecuente es la conocida como hernia de Bochdalech, en la que el
defecto diafragmatico es posterolateral. La hernia de Morgagni, en la que el defecto es
anteromedial, constituye menos del 2% de las hernia diafragmaticas y su curso suele ser
paucisintomatico, insidioso y tan solo en ocasiones origina sintomas digestivos moderados o
graves.

El 80% de las HDC son de localizacion izquierda, el 20% derechas y menos del 2% bilaterales.
Aunque se han publicado series con peor evolucién para las HDC de localizacién derecha® *> *°
debido a una mayor asociacion de malformaciones graves, mayor requerimiento de soporte
vital avanzado o de la correccion quirurgica con protesis, otras publicaciones han presentado
resultados contrarios’'.

1.2. ANATOMIA Y EMBRIOLOGIA DEL DIAFRAGMA:

La HDC se produce como consecuencia de un fallo en el desarrollo y fusién de los distintos
componentes embrionarios que dan lugar al diafragma coincidiendo con el retorno intestinal a
la cavidad abdominal en torno a la semana 10* de gestacion. En este desarrollo intervienen:

a) EI  Septum transversum: tejido mesodérmico que forma el tendon central del
diafragma. Crece dorsalmente desde la pared ventrolateral del cuerpo para separar el
corazon y el higado al final de la cuarta semana de gestacion (SDG). Esta estructura no
separa completamente las cavidades pericardica y abdominal, dejando una comunicacién
a ambos lados del esofago conocida como canal pericardioperitoneal.

b) Las membranas pleuroperitoneales: se fusionan con el mesenterio dorsal del esofago y
el septum transversum ocupando los canales pericardioperitoneales, completando asi la
division entre las cavidades toracica y abdominal.

¢) El mesenterio dorsal del eséfago: forma la parte media del diafragma, los pilares
diafragmaticos.

d) El crecimiento muscular desde las paredes corporales laterales, que da lugar a las
porciones mas periféricas del diafragma, externamente a las membranas
pleuroperitoneales en las semanas 9°-10°.

20
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La separacion de las cavidades pleural y peritoneal mediante la muscularizacion de las
membranas pleuroperitoneales es mas tardia en la region posterolateral diafragmatica, descrita
por Bochdalek en 1848 y razon por la que el sitio mas comun de presentacion de la HDC lleva
su nombre.

Membrana
pleuroperitoneal

a

vena
cava

inferior |
’ .
Invaginacion ' N
muscular de la Septum
pared corperal transversum

Figura 2.- Dibujo que muestra los distintos componentes que forman el diafragma durante el
primer trimestre del desarrollo embrionario. El asterisco (*) representa la region posterolateral
izquierda de las membranas pleuroperitoneales donde mas cominmente, se produce la hernia
diafragmaética congénita o hernia de Bochdalek Modificado de: Moore, 2004 2.

Desde el punto de vista embrioldgico, es importante recordar que la formacion del diafragma
coincide cronologicamente con los procesos de rotacion y fijacion del intestino dentro del
abdomen (7°-9 semanas), de tal forma que las visceras herniadas en el térax se encuentran en
una situacion de malrotacion de forma constante. Ademas, en el 10% de los casos, las visceras
abdominales herniadas estan cubiertas por un saco de tejido peritoneal, que es aconsejable
resecar completamente para evitar futuras recidivas.

1.3. ETIOPATOGENIA. GENERALIDADES:

La etiologia exacta de la HDC es aln desconocida, muy probablemente multifactorial, en la que
influyen factores genéticos, moleculares y ambientales. La investigacion con modelos animales
ha sido fundamental en el estudio de la génesis de la HDC, destacando por orden cronoldgico
los que citamos a continuacion:

I.- Un modelo “ambiental o dietético” por déficit de Vitamina A, descrito en la década
de los anos 40, en el que ratas prenadas se sometian a dietas deficitarias en esta
vitamina para la obtencién de fetos con HDC>***,

2.- Un modelo teratogénico surgido en la década de los 80* * mediante la

administracion del herbicida nitrofen (2,4-dicloro-4"-nitrodifenil éter) a ratas
progenitoras de fetos con HDC. Este modelo se detalla mas adelante. Existen otros
compuestos que inducen también HDC en roedores, aunque su uso esta menos
extendido.
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3. Varios modelos quirdrgicos en los que el defecto diafragmatico es creado
manualmente durante la gestacién®'.

4.- Un modelo genético, a partir de los afos 90, mediante la aplicacion de técnicas de
ingenieria genética y la obtencion de animales mutantes y/o transgénicos.

Se ha podido demostrar que con la utilizacion de estos modelos experimentales se obtienen
fetos con HDC con similares defectos diafragmaticos a nivel de los pliegues pleuroperitoneales,
de predominio en el lado izquierdo y que comparten las mismas caracteristicas que los defectos
diafragméticos observados en humanos®” ***. Estos modelos han supuesto un salto de calidad
en el conocimiento de la etiopatogenia de la HDC humana, y constituyen por si mismos un
campo cientifico activo y en continua expansion.

Por otra parte, la demostracion de una casi constante asociacion de la HDC a hipoplasia
pulmonar y a otras malformaciones congénitas, hace suponer que la hernia sea una embriopatia
compleja en la que los mismos factores etiologicos que influyen en el desarrollo del diafragma,
lo hagan también sobre el pulmoén y el resto de organos afectados en esta enfermedad. De
hecho, las investigaciones sobre la hipoplasia pulmonar y las malformaciones presentes en el
modelo teratogénico inducido con nitrofen y en modelos transgénicos, han sido determinantes
en los conocimientos que hoy tenemos sobre la etiopatogenia de la hernia.

En estos estudios se ha confirmado una etiologia molecular y genética comun para el defecto
diafragmatico, la hipoplasia pulmonar y el maldesarrollo de otros 6rganos como el corazén o el
esqueleto que se encuentran tan frecuentemente afectados en los pacientes y animales con
HDC. El hecho de que la hipoplasia pulmonar sea bilateral y no revierta tras la correccion
quirurgica del diafragma refuerza ain mas la teoria de que la HDC sea una embriopatia con un
componente malformativo pulmonar primario y no sélo una consecuencia de la compresion
toracica por las visceras herniadas®.

Se ha constatado ademas, que esta interrupcion en el desarrollo pulmonar se produce en las
primeras semanas de gestacion durante la fase pseudoglandular (6-16* semanas), periodo en el
que se produce la division, ramificacion bronquial y formacion de los bronquiolos terminales, de
forma que su alteracion afecta al desarrollo de bronquiolos respiratorios y alveolos y, en
definitiva, al correcto intercambio gaseoso.

Por dltimo, es obligado hablar de la Cresta Neural (CN) en el contexto de la patogenia de la
HDC, sobre todo en relacién a sus malformaciones asociadas. La frecuente afectacion de
organos derivados de la CN como defectos del tubo neural, el corazén, el esqueleto
craneofacial y axial, o las glandulas del cuello (timo, tiroides y paratiroides), tanto en animales
como en pacientes con HDC'*'"* % hacen suponer que la CN est4 involucrada en el origen de
estas malformaciones, existiendo en dltimo término una relacion causal entre CN, HDC y todo
su complejo malformativo'® *.
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1.4. ETIOPATOGENIA. LA ViA DEL ACIDO RETINOICO:

La hipotesis molecular mas defendida en la actualidad en la génesis de la HDC es una alteracion
en el metabolismo de los retinoides*, ya sea en los receptores del principio activo (el 4dcido
retinoico) o en los niveles deficitarios de su precursor (la vitamina A). Estas alteraciones
estarian mediadas por mecanismos teratogénicos y/o genéticos™ *’. Asi, se ha comprobado que
ratas con dietas deficitarias en vitamina A tienen un 25-60% de su descendencia con HDC*** %,
ademas de hipoplasia pulmonar y otras malformaciones cardiacas, genitourinarias, oculares o
del esqueleto craneofacial, que revierten o disminuyen de intensidad con la administracion de
dicha vitamina o de sus derivados durante la gestacion®.

En el mismo sentido se ha demostrado una disminucion del nimero e intensidad de las
malformaciones tras la administracion de esta vitamina en el modelo de HDC inducida con
nitrofen®® > ¥, Otros autores han demostrado una disminucién de los niveles de retinol en los
pulmones hipoplasicos de animales con HDC expuestos a nitrofen”®. Ademas mediante la
utilizacion de modelos genéticos se ha probado que ratones mutantes para receptores del
acido retinoico (RAR) tienen hipoplasia pulmonar, asociada en un porcentaje de casos a HDC y
a otras malformaciones tipicas presentes en los pacientes con hernia como cardiopatias
troncoconales, anomalias esqueléticas o alteraciones en el desarrollo del timo, tiroides y
paratiroides™ *. Ademas, los experimentos dirigidos al conocimiento de los mecanismos de
accion del nitrofen mediante cultivos celulares, han confirmado defectos metabodlicos en la
sintesis del acido retinoico a partir de la vitamina A, como punto clave en la génesis tanto de la
HDC como de la hipoplasia pulmonar®’. En concreto disminuciones de la enzima limitante de su
sintesis, la retinal-dehidrogenasa tipo 2 (RALDH2)*'"**

Aceite de
25% N/A higado de Andersen, 1941
pescado
Malformaciones renales
Hipospadias
Alteraciones oculares
60% Defectos arco aértico Retinol Warkany et al, 1948

Cardiopatias septales
Agenesia pulmonar
Fistula traqueoesofagica
Malformaciones urogenitales
Malformaciones oculares
31% Cardiopatias septales Retinol Wilson et al, 1953
Defectos arco aértico
Agenesia/hipoplasia pulmonar
Hipoplasia maxilar/mandibular
- Malformacion cerebral *ATRA White et al, 1998
Malformaciones vena cardinal anterior

Tabla .- Modelos de rata de HDC producidos por déficit de vitamina A. En Itodos los
casos, el retinol o sustancias ricas en retinol (como el aceite de higado de pescado de los
primeros experimentos de Andersen, 1941) disminuian la frecuencia de aparcion de HDC y
de las demas malformaciones originadas por deficiencia de vitamina A. *ATRA: “Retinyl
palmitate, all trans retinoic acid”.

23



Ana Lourdes Luis Huertas. Tesis Doctoral

En este sentido, y continuando en el estudio de los mecanismos de accion del nitrofen y en
concreto, en busca de mecanismos patogénicos similares en el origen de la hipoplasia pulmonar
y de la HDC que refuercen la hipotesis de un origen teratogénico comun, han sido de vital
importancia las investigaciones con explantes pulmonares en este modelo experimental. Asi,
estudios morfométricos in vitro de explantes pulmonares de ratas expuestas a nitrofen en
épocas embrionarias previas al cierre del diafragma, han confirmado la existencia de hipoplasia
pulmonar con disminuciones del area y perimetro pulmonares, y de las divisiones bronquiales®*.
Estas alteraciones se recuperan tras la adicién de acido retinoico en los medios de cultivo de
los explantes™.

Todos estos hallazgos evidencian la existencia de hipoplasia pulmonar previa incluso a la
aparicion de la hernia diafragmatica. Dicha hipoplasia se potenciaria posteriormente con la
compresion ejercida por las visceras herniadas, concepto descrito como “The dual-hit hypotesis”
por Tibboel y sus colaboradores en la Gltima década®.

Por otra parte, investigaciones recientes en humanos, han demostrado disminuciones en los
niveles sanguineos de retinol y de su proteina transportadora (RBP, del inglés retinol binding
protein) en recién nacidos con HDC comparados con un grupo control® *¢, imitando las
alteraciones en la homeostasis de los retinoides observada en los modelos experimentales de
HDC™. Algunos estudios epidemiolégicos en humanos parecen demostrar esta teoria®

Ademas de los retinoides, se han descrito ademas otros mediadores moleculares presentes en
el desarrollo pulmonar. Entre ellos estan el FGF (factor de crecimiento fibroblastico) y los
proteoglicanos, en concreto el heparan sulfato, que serian necesarios para la creacion de un
adecuado microambiente celular que garantice un correcto desarrollo pulmonar®” *%. Se ha
confirmado una reactivacion del desarrollo pulmonar en medios de cultivo ricos en dichos
factores de crecimiento, asi como ausencia de respuesta en los pulmones hipoplasicos
expuestos a nitrofen®®>’,

1.5. ETIOPATOGENIA. LOS FACTORES GENETICOS:

Existe una relacion entre la HDC vy la regulacion genética ejercida por un grupo de genes
llamados Hox. Esta familia, descrita por primera vez en la mosca Drosophila melanogaster® esta
constituida en el humano por 39 genes que se distribuyen en 4 grupos de genes: Hoxa, Hoxb,
Hoxc y Hoxd, localizados en los cromosomas 7,17,12 y 2 respectivamente®” **.

Contienen la informacion sobre la segmentacién axial del embrion y codifican mdltiples factores
de transcripcion (entre otros Sonic Hedgegog —Shh-, Thyroid Transcription Factor-1 -TTF-I- 'y
proteinas Gli) que autorregulan su propia transcripcion y la de otros genes que participan en el
desarrollo de érganos y tejidos en el eje anteroposterior del embrion. Influyen también en la
diferenciacion y migracion de las células de la CN en el proceso de organogénesis regional,
habiéndose demostrado su implicacién en la formacién de estructuras faringeas derivadas de los
arcos branquiales, el corazon, las vértebras, el intestino anterior y la divisién traqueobronquial,
el pulmén o la inervacién entérica, érganos todos ellos de origen en parte neurocristal®*®.
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Figura 3.- Representacion esquematica de las vias genéticas y moleculares involucradas hasta la
fecha en la etiopatogenia de la hipoplasia pulmonar asociada a la HDC. Tomada de Klaassens,
2009 ¢

Como resumen, y para entender el origen multifactorial de la hernia diafragmatica y su cortejo
malformativo, hay que suponer un escenario de interacciones entre las distintas senales
moleculares, embrionarias y genéticas en las distintas hojas embrionarias que daran origen al
pulméon y al diafragma. La via metabdlica de los retinoides y la adecuada expresion de
determinados genes Hox ejercen influencias sobre la CN en el proceso de embriogénesis a la
vez que la variacion en las concentraciones de AR potencia o suprime la expresion de
determinados genes Hox®, que a su vez influirin en los mecanismos organogenéticos de la
CN23'43’49.

2. LA HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA HUMANA

2.1. FISIOPATOLOGIA Y CLIiNICA. MALFORMACIONES ASOCIADAS:

La sintomatologia aguda de los pacientes con HDC esta causada tanto por las manifestaciones
respiratorias y hemodinamicas agudas secundarias a la hipoplasia pulmonar al nacimiento, como
por las malformaciones congénitas que acompanan frecuentemente a la hernia. Ademas,
también hay manifestaciones clinicas de curso subagudo o crénico secundarias a las alteraciones
anatomicas del tracto gastrointestinal, del respiratorio y de otros producidas el propio
complejo sindromico, a las que deben ser sumadas las secuelas a largo plazo derivadas del
tratamiento médico y quirurgico en estos ninos.
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La clinica aguda predominante de los pacientes con HDC es la dificultad respiratoria en las
primeras 24 horas de vida como consecuencia de la hipoxia, hipercapnia y acidosis causadas
por la hipoplasia e hipertension pulmonares como factores desencadenantes. Estas alteraciones
gasométricas favorecen a su vez el estado de hipertension pulmonar y el establecimiento de un
cortocircuito cardiaco derecha-izquierda a través del foramen oval y del ductus arterioso que
perpetla el patron de circulacion fetal, tal y como se describe en la Figura 4.

4

HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA ]

5 4

HIPOPLASIA PULMONAR

,»\/

HIPOXEMIA
HIPERCAPNIA
ACIDOSIS

CORTOCIRCUITO D-I
VASOCONSTRICCION PULMONAR
CIRCULACION FETAL PERSISTENTE

HIPERTENSION PULMONAR

Figura 4.- Esquema que muestra la fisiopatologia de la Hernia Diafragmatica Congénita. El paso
clave es la existencia de hipoplasia pulmonar, que deriva en hipertension pulmonar, y ésta
perpetua el patrén de circulacion fetal en el que se produce un cortocircutito derecha-
izquierda (D-I) con mezcla de sangre no oxigenada y oxigenada a través del foramen oval y
ductus arterioso. Estas dos estructuras que habitualmente se obliteran al nacimiento, perpetian
su permeabilidad por este cortocircuito D-I favorecido a su vez, por la hipertensién pulmonar
y las altas presiones en el ventriculo derecho y en el circuito arterial pulmonar.
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Si ademas el paciente padece alguna malformacién cardiaca, esta situacion se puede agravar y
contribuir en ultimo término a la persistencia de este patrén circulatorio anémalo en el recién

nacido.

Saturacién de oxigeno de la sangre

B Coatenido de oxigeno alto

L3 - - - .
W Contenido de oxizens medio

I Coatenido de oxigeno bajo

Figura 5.- Sistema circulatorio fetal humano. Puede observarse el menor grado de
saturacion sanguinea en comparacion con la etapa postnatal. Durante la gestacion, la sangre
rica en oxigeno procedente de la placenta y vehiculizada por la vena umbilical, llega a través
de la VCl a la auricula derecha, donde se mezcla con la sangre no oxigenada procedente del

drenaje cérvicotoracico a través de la VCS. Parte de esta sangre con alto contenido en
oxigeno pasa a través del foramen oval a la Al y VI, donde sale hacia la circulacion sistémica
via aorta ascendente., hasta mezclarse con la menos oxigenada procedente de la arteria
pulmonar a través del ductus arterioso. A la vez, el territorio pulmonar, sometido a altas
presiones por la vasoconstriccion arterial secundaria a la hipercapnia e hipoxemia ante la falta
de ventilacion pulmonar, transmite esta hipertension a las cdmaras cardiacas derechas,
perpetuando la permeabildad del foramen oval y del ductus arterioso, y con ello, el
cortocircuito derecha-izquierda. Tomado de Moore, 2004 3

Como se puede ver en el esquema (Figura 5), el ductus arterioso es un conducto que comunica
el tronco de la arteria pulmonar con la aorta. Esta unidon se produce distal a la salida de los
grandes vasos del cayado aodrtico, en concreto mas alla de la raiz de la arteria subclavia
izquierda. La sangre no oxigenada procedente del circuito pulmonar se mezcla con la oxigenada
de la aorta produciendo una disminucion de la saturacién sanguinea en el trayecto de la aorta
descendente, es decir en los miembros inferiores con respecto a los superiores. Esto traduce
en la practica clinica en lo que se denomina “gradiente pre-postductal” de la saturacion
sanguinea de oxigeno, medida indirecta del grado de hipertension pulmonar.
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Las malformaciones asociadas, presentes en mas de la mitad de los pacientes, ocasionan una
variada sintomatologia e influyen de forma significativa en su morbi-mortalidad'® **”°. Como se
ha comentado anteriormente, su estudio tanto en humanos como en animales, y el paralelismo
con enfermedades de naturaleza neurocristal como el sindrome de DiGeorge, han permitido
hipotetizar su origen y el de la propia HDC con la funcion organogénica de la CN. De este
modo, ademas de las malformaciones esqueléticas, las alteraciones del cierre del tubo neural, y
las anomalias de 6rganos derivados del desarrollo de los arcos branquiales, controlados a su vez
por la CN, como el corazén o el esqueleto craneofacial, constituyen las malformaciones mas
frecuentemente encontradas en los pacientes con HDC'> "%

Ademas, como se ha comentado anteriormente, se han demostrado anomalias cromosomicas
en un grupo minoritario de pacientes (<5%) que constituyen las llamadas “formas sindromicas”.
El sindrome genético mas frecuente es el sindrome de Fryns, caracterizado entre otros por
HDC, facies peculiar, hipoplasia acra y onfalocele'"”'. Las cromosomopatias més diagnosticadas
son las las trisomias 21, 13 6 187, y la alteracién estructural mas descrita es la delecién 15q26”.
En ésta ultima, coexisten HDC, malformaciones cardiacas y craneofaciales similares a las
observadas en el sindrome de Fryns, de nuevo un complejo malformativo neurocristal.

El 10% de los pacientes con HDC presentan un curso subagudo con retrasos del crecimiento, o
con sintomas digestivos, sin hipoplasia pulmonar ni otras malformaciones graves asociadas; y
por lo tanto con un excelente prondstico. El reflujo gastroesofagico (RGE), presente en mas del
50% de los pacientes””® o los cuadros de obstruccion intestinal son la clinica digestiva mas
habitual, y se han atribuido clasicamente a la situacion de malrotacion intestinal o a las propias
alteraciones anatémicas en la posicion esofagogastrica’ ”°. En los Ultimos afios ademas, se han
demostrado alteraciones de la inervacion esofagica intrinseca, también dependiente de la CN,
que pueden justificar la presencia de RGE en estos pacientes® ®'.

2.2. TRATAMIENTO MEDICO:

En los casos diagnosticados prenatalmente se debe planear el parto en un hospital terciario en
el que se asegure un tratamiento multidisciplinario por equipos de cuidados intensivos
neonatales y de cirugia pediatrica. Siempre que sea posible se dejara evolucionar la gestacion a
término®, y la via de parto se elegira en funcion de los factores obstétricos independientes a la
malformacién diafragmatica. El tratamiento materno con corticoides para favorecer la
maduracion pulmonar ha sido un tema en controversia, considerandose actualmente sélo en
aquellos casos de parto pretérmino, igual que en la poblacién general® ®.

Las primeras medidas a adoptar van encaminadas a la estabilizaciéon hemodinamica y respiratoria
del paciente mediante la intubacién, oxigenoterapia, sueroterapia y la administracion de agentes
inotropicos si son necesarios. El objetivo del tratamiento neonatal durante esta fase aguda es
asegurar una adecuada oxigenacion tisular evitando la aplicacion de presiones ventilatorias
elevadas que favorezcan la agresion pulmonar por barotrauma. En este sentido ha sido
fundamental el concepto de “ventilacion suave” desarrollado en los afos 90 por el grupo del
Columbia Presbiterian Hospital de Nueva York, en el que se incluyen la ventilacion a alta
frecuencia oscilatoria (VAFO) y la hipercapnia permisiva (mantenimiento de niveles de PCO,
entre 45 y 60 mmHg)*®. Este tratamiento constituye la piedra angular del tratamiento
intensivo, ya que ha sido la Unica medida, junto con el tratamiento quirurgico electivo, que ha
demostrado una mejora de la supervivencia en los pacientes con HDC? %%,
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Dentro de las terapias ventilatorias, constituye también un hito importante el desarrollo de la
oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO) utilizada en la HDC desde el final de la
década de los afios 70°'. Mediante una bomba de oxigenacion y un cortocircuito arteriovenoso
se consigue un adecuado soporte respiratorio o cardiorrespiratorio, dejando al pulmén vy
corazon en reposo mientras mejora la situacion de hipertensiéon pulmonar. El parametro que
actualmente y de forma universal se considera para la inclusion de un paciente en ECMO es el
denominado indice de oxigenacion (I0), que traduce la intensidad de soporte ventilatorio
requerido para obtener una buena oxigenacion tisular. Viene definido por la presién media en la
via aérea (PMA) y la fraccion inspiratoria de O, (FiO,), que por ser variables externas hacen que
su valor no sea una medida absolutamente objetiva, y justifica la diferencia de los resultados
publicados en cuanto a la eficacia del ECMO en el tratamiento de la HDC™*™,

10 =PMA x FO, x 100/ P,O,

PMA = presion media de la via aérea
P,O, = presion parcial de oxigeno postductal.
F.O, = fraccion inspiratoria de oxigeno.

Se aceptan de forma consensuada valores de IO mayores de 35-45 como indicacion del
tratamiento con ECMO, siempre que no concurran contraindicaciones absolutas tales como un
peso menor de 2 kg, la edad gestacional menor de 34 semanas o la existencia de una
enfermedad hemorragica o neurolodgica graves.

Lejos de demostrar una mejora de la supervivencia, la heterogeneidad de las muestras de
estudio, de los criterios de inclusién en el tratamiento con ECMO vy la ausencia de estudios
poblacionales, explican la falta de resultados concluyentes sobre la eficacia de esta terapia para
disminuir la mortalidad. Mas aun, la alta morbilidad asociada al tratamiento con ECMO (con
complicaciones como hemorragia intracraneal, insuficiencia cardiaca de bajo gasto o
insuficiencia renal), ha contribuido en muchos casos a un aumento de la mortalidad™.

Como tratamiento especifico de la hipertension pulmonar se han propuesto firmacos
vasodilatadores que actuan selectivamente sobre los vasos pulmonares como el 6xido nitrico
inhalado o los inhibidores de las fosfodiesterasas, como el Sildenafilo o la Milrinona. A través de
distintos mecanismos estas sustancias actuan sobre el GMP ciclico, que mediante la accion de
proteinquinasas bloquea los canales de calcio disminuyendo los niveles intracelulares de este
ion, produciendo la relajacién del musculo liso arteriolar en el circuito pulmonar.

A pesar de haberse constatado mejorias en la oxigenacién o una menor necesidad de ECMO,
tampoco se ha podido demostrar un aumento de la supervivencia con este tipo de farmacos. El
hecho de que el sustrato anatomopatologico de la HTP en esta enfermedad sea una hipoplasia
irreversible, justificaria la incapacidad para demostrar una mejora real de la supervivencia con
este tipo de tratamientos® . Por dltimo, la administracion de surfactante ha sido otra opcion
mas propuesta en el tratamiento médico de los RN con HDC. Sin embargo, a pesar de haberse
demostrado déficits o inmadurez de sus componentes en los modelos experimentales de
HDC%, no se han podido confirmar estas deficiencias en humanos ni efectos beneficiosos de
su administracion en estudios mas recientes, por lo que solo se aconseja su uso en el subgrupo
de pacientes prematuros'® '?'.

29



Ana Lourdes Luis Huertas. Tesis Doctoral

2.3. TRATAMIENTO QUIRURGICO:

Actualmente la correcciéon quirdrgica de la malformacion diafragmatica se considera cuando se
ha conseguido la estabilizacion hemodindmica y respiratoria del paciente en funcion de
parametros objetivos que deben protocolizarse en las unidades de cuidados intensivos y que
estan extensamente recogidos en la literatura. Se trata por lo tanto de una intervencion
electiva, que ha contribuido en gran medida a mejoras en la supervivencia de estos pacientes'.

La correccion quirlrgica se realiza habitualmente mediante laparotomia subcostal izquierda,
tras la reduccion de las visceras herniadas hacia la cavidad abdominal. El cierre del defecto
diafragmatico se lleva a cabo mediante sutura primaria cuando existe suficiente rodete
diafragmatico nativo (mas frecuentemente anterior) o mediante la colocacion de material
protésico en los casos de defectos diafragméticos muy amplios'®. En el 10% de los casos existe
un saco herniario que es obligado resecar para evitar el riesgo de futuras recidivas'®. Se ha
demostrado que los ninos tratados con sustituciones protésicas constituyen un grupo de peor
prondstico con mayores requerimientos ventilatorios, mayor morbimortalidad y mayor tasa de
reherniacion'® ', Se han propuesto otras técnicas para la reconstruccion diafragmatica
mediante la utilizacion de colgajos musculares, con resultados comparativos variables con
respecto a la utilizacién de materiales sintéticos'® '”".

Por ultimo, es posible el tratamiento quirurgico con abordajes minimamente invasivos mediante
toracoscopia en aquellos casos con buena evolucion clinica, con estabilidad respiratoria y

hemodinamica que no requieren terapias neonatales intensivas'® '®.

2.4. INTERVENCION PRENATAL:

La ecografia prenatal es capaz de detectar una HDC en mas de la mitad de los casos, por lo que
supone una herramienta fundamental en el consejo prenatal y, también en los ultimos anos, en
la indicacion del tratamiento prenatal, ya que nos informa sobre el grado de hipoplasia
pulmonar que es el parametro clave en el pronéstico de la enfermedad. La relacién entre los
perimetros del pulmén y cabeza fetales (LHR del inglés lung to head ratio) y la posicion del
|6bulo hepatico izquierdo son los dos parametros ecograficos primordiales que informan sobre
este grado de hipoplasia. Se consideran marcadores de mal prondstico la presencia de
herniacion hepatica intratoracica y un indice LHR menor de |, definiendo asi los casos de peor
prondstico y, segun los criterios actuales, los unicos candidatos a recibir terapias
prenatales''®'"",

El inicio de los conocimientos sobre terapia fetal deriva del desarrollo del modelo quirurgico
ovino en los ainos 80 por el grupo americano de San Francisco liderado por Harrison en el que
se investigaban los efectos de la reparacion diafragmatica intrattero''”''*. Dichas técnicas
quirurgicas sobre el diafragma fueron abandonadas por su elevada mortalidad y se sustituyeron
por el procedimiento PLUG'"™ "' (acrénimo del inglés “plug the lung until it grows”), en el que se
estimula el crecimiento pulmonar mediante la oclusién de la traquea fetal a través de
dispositivos (plugs) como clips o balones. Esta técnica, que en un principio se hacia mediante
histerotomia, ha sido sustituida por los tratamientos fetoscopicos, menos agresivos, con menor
riesgo de parto pretérmino y menor mortalidad, vigentes en la actualidad''”''®,
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En el intento de simular al maximo las condiciones fisiologicas pulmonares fetales, los
procedimientos mas modernos desarrollados a partir del afno 2006, consisten en oclusiones
traqueales temporales que luchan contra la hipoplasia pulmonar, actuando durante la ventana
embrionaria de las fases pseudoglandular y canalicular del desarrollo pulmonar''” ', Junto a los
efectos beneficiosos sobre la hipoplasia pulmonar, estos procedimientos han demostrado un
aumento de la supervivencia a corto plazo en el grupo de pacientes con HDC de peor
prondstico'*',

2.5. EVOLUCION A LARGO PLAZO:

Ademas de los sintomas digestivos secundarios al RGE, a la malrotacién intestinal o a cuadros
adherenciales consecuentes a la propia intervencion quirurgica, estos pacientes presentan una
morbilidad variada a lo largo de sus vidas que requiere un seguimiento clinico multidisciplinario
a largo plazo™ '**'%,

Las secuelas pulmonares son las mas frecuentes, afectando a mas del 50% de los casos de forma
global, especialmente a aquellos nifhos tratados con ECMO o cuya correccién quirurgica
requiri6 de un parche protésico'”. Ademds de trastornos pulmonares restrictivos y
broncodisplasia derivados de la hipoplasia pulmonar y de la oxigenoterapia intensiva durante el
periodo neonatal'”®, se han constatado problemas respiratorios obstructivos'”’ que se podrian
justificar por alteraciones estructurales de la via aérea o anomalias de la inervacion
broncopulmonar?® ?'.

Varios factores como la enfermedad pulmonar crénica, tratamientos e ingresos prolongados o
la existencia de RGE, justifican el elevado nimero de pacientes que presentan retrasos del
crecimiento ponderal, necesitaindose con frecuencia la realizacion de gastrostomias en
pacientes con dificultades para la alimentacion oral o como via para la administracion de
nutricion enteral complementaria que favorezca la ganancia de peso'* '*.

Hasta un 40% de los ninos con HDC padecen algtn tipo de defecto neurocognitivo, con mayor
riesgo si fueron tratados con ECMO debido a las complicaciones neuroldgicas que esta técnica
puede producir. Otros factores como malformaciones neurolégicas asociadas, o la hipoxemia
durante el periodo neonatal, explican la mayor incidencia de retraso psicomotor en los
pacientes con HDC tratados con ECMO comparados con otros tratados con ECMO pero sin
HDC"*'"”. Hasta en un 35% se han demostrado defectos de audicion, siendo més vulnerables
una vez mas los enfermos tratados con ECMO"* "*% La utilizacién de terapias ventilatorias
intensivas o medicamentos ototoxicos pueden ser otras causas de esta sordera neurosensorial;
pero el hecho de que no se haya demostrado esta sintomatologia de forma significativa en
otros pacientes tratados de forma similar sin HDC hace sospechar que estos defectos auditivos
puedan ser consecuentes también a una malformacion del oido interno, constituyendo una

manifestacion mas de la enfermedad de causa ain desconocida'®.

Por ultimo, las deformidades toracicas son también una secuela a vigilar en el seguimiento a
medio y largo plazo. El maldesarrollo del diafragma y del pulmoén, junto a los esfuerzos
respiratorios intensos en la época neonatal, favorecen el desarrollo de pectus excavatum en
numerosos casos. Asimetrias toracicas, deformidades escapulares o escoliosis de origen
iatrogénico son otro tipo de defectos toracicos frecuentemente diagnosticados en estos
pacientes ' '%,
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3. LA HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA EN ANIMALES.
MODELO INDUCIDO CON NITROFEN.

3.1. GENERALIDADES:

Dentro de los modelos experimentales que reproducen la HDC en animales, el modelo
inducido con el teratégeno nitrofen en roedores es el preferido y mas utilizado a la hora de
investigar los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad. Por un lado, permite la
investigacion de la HDC durante el desarrollo embrionario, desde su génesis y, por otro,
reproduce fielmente en estos animales tanto la hernia como todo su complejo malformativo, tal
y como se presenta en los humanos. Sin embargo, su mecanismo exacto de accién no es del
todo conocido. El hecho de que la exposiciéon al mismo teratdogeno produzca multiples
alteraciones en diferentes organos y tejidos y que las dosis utilizadas in vitro sean elevadas,
debe hacernos ser precavidos a la hora de interpretar las observaciones sobre posibles efectos
del nitrofen y su relacién con la clinica y etiopatogenia en humanos™.

Este modelo fue descrito por Iritani en 1984*° y consiste en la administracion del herbicida
nitrofen (2,4-dicloro-4"-nitrodifenil éter) (Figuras 6 y 7) a ratas gestantes el dia 9,5 de la
gestacion, dando lugar en una proporcion variable de la descendencia a defectos diafragmaticos,
hipoplasia pulmonar y al resto del espectro malformativo de esta enfermedad'* > '*'.

a
/ \ a

\:.//X>wz

2 4-diclorofenil-p-nitrofenil éter

Figura 6.- Estructura quimica del herbicida nitrofen

El tratamiento con nitrofen en animales produce consecuencias diversas en funcion de varios
factores. Asi, la proporcion de descendencia con HDC varia entre el |1%-80% dependiendo de
la dosis administrada'¥*, obteniendo el mayor porcentaje cuando se administra por via enteral a
la dosis de 100 mg/kg. En este sentido, también la especie de roedor utilizado influye en estos
efectos, obteniendo mayor niumero de casos cuando los animales de experimentacion son ratas
de la especie Sprague-Dawley'™ ', Por otro lado, la ventana embrionaria en la que el feto se
expone al nitrofen influye claramente en la localizacion de la hernia y en el tipo de
malformaciones que la acompafian®’. Cuando la exposicién se realiza en estadios embrionarios
tempranos (E9,5) la hernia es predominantemente izquierda'” y las malformaciones
cardiovasculares son los defectos asociados mas frecuentes, del mismo modo que un retraso de
I2h en la administracion del teratégeno hace que las hernias sean predominantemente
derechale-M, 28, 146, I47.
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Figura 7.- Modelo de HDC inducida por nitrofen. La administracion de nitrofen provoca
con una frecuencia variable la aparicion de hernia diaphragmatica, cuya lateralidad (derecha
lizquierda) depende en gran parte del momento exacto en que se administra el herbicida. Se
muestran cortes transversales toracicos que incluyen la regién diafragmatica de fetos de rata
en el momento del nacimiento (dia 21). En la foto superior se observa un diafragma normal,
en un feto del grupo control. En la foto inferior, correspondiente a un feto expuesto a
nitrofen, se aprecia la existencia de una hernia diafragmatica izquierda.

3.2. EFECTOS DEL NITROFEN SOBRE EL PULMON:

Este modelo experimental se ha utilizado frecuentemente con el objetivo de conocer los
posibles mecanismos que dan lugar a la hipoplasia pulmonar asociada a la HDC. Como ya se
comento en el apartado sobre la etiopatogenia, después de un debate que duréd algunos afos,
ya parece claro que la hipoplasia del pulmén es un fendmeno primario que aparece incluso
antes que el defecto diafragmatico y que se agrava por la presencia de las visceras abdominales
en la cavidad toracica, fenémeno conocido como “the dual hit” hipétesis®® 3% 3% 48130,

El nitrofen produce a nivel pulmonar alteraciones en las células epiteliales y mensenquimales'',
afectando a su proliferacion y diferenciacién mediante mecanismos mediados en parte por la
expresion de factores de crecimiento (FGFIO y FGF7) en el parénquima pulmonar en
desarrollo®®. La alteracion de la diferenciacion pulmonar se manifiesta en la fase
pseudoglandular como una disminucién y retraso de la ramificacion bronquial asociados a un

aumento desproporcionado de los neumocitos tipo Il con respecto al tipo I**'*,
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Otros efectos del nitrofen incluyen alteraciones en el surfactante en forma de disminuciones en
la expresion de sus proteinas (A, B y C) y de su porcién lipidica, la fosfatidilcolina'*> '**, que
podrian producirse a su vez por una disminucion en la expresion de los factores de
transcripcion que regulan su sintesis, como el factor tiroideo de transcripcién TTF|'# %1% En
estas disminuciones en la sintesis de TTFl y en los defectos madurativos del surfactante
pulmonar se han implicado mecanismos oxidativos por parte del nitrofen, al probarse, en parte,
una reversion de estos efectos con la administracion de vitaminas antioxidantes (vitaminas A,E y
C)"*> ¢, Sin embargo, el hecho de que en otras investigaciones sélo se hayan demostrado
beneficios al administrar vitamina A (precursor del acido retinoico) hace replantearse la

hipotesis oxidativa'®’.

3.3. ESPECTRO MALFORMATIVO:

La exposicion en ratas gestantes al nitrofen reproduce las malformaciones asociadas descritas
en humanos, proporcionando un modelo excelente para el estudio de este complejo
malformativo. Caben destacar las malformaciones cardiovasculares que afectan a la septacion
cardiaca y a la disposicion definitiva de los grandes vasos arteriales, hipoplasia miocardica'> '* '*
%8, anomalias de gldndulas del cuello derivadas de los arcos faringeos como hipoplasia, ectopia o
ausencia del timo o las gldndulas paratiroides'’, y malformaciones esqueléticas que afectan al
esqueleto axial y paraaxial (hendiduras vertebrales, ausencia o aumento en el numero de
costillas, fusion costal o espina bifida)®.

Mas recientemente, han sido descritas por nuestro grupo otras alteraciones como un
empobrecimiento de células C tiroideas (productoras de calcitonina y reguladoras por lo tanto
de los niveles de calcio en el organismo)'*’ y alteraciones en la inervacién auténoma esofagica®"
'y traqueobronquial*" '*' en estos animales.

Todas estas malformaciones tienen en comin su origen embrionario en la CN', y algunas
aparecen en otras enfermedades también de probable naturaleza neurocristal como la atresia
de eséfago'® o el sindrome de DiGeorge'®, lo que habla del papel primordial de la CN en el
espectro malformativo asociado a la HDC, punto que se desarrolla mas adelante.

3.4. MECANISMO DE ACCION DEL NITROFEN:

Se han descrito una variedad de posibles vias mediante las cuales el nitrofen produce sus
efectos sobre el diafragma, el pulmén y el resto de organos que se alteran dentro del espectro
malformativo en la HDC experimental. Hemos hablado anteriormente de la disminucion en la
sintesis de algunos factores de crecimiento y en la alteracion en la expresion de determinados
factores de transcripcion causados por el teratégeno. Otros autores han sostenido también un
aumento de la apoptosis celular, aunque con resultados contradictorios'**'®’. Ademas, la
similitud estructural del nitrofen con la hormona tiroidea podria interferir con el receptor de
ésta, ocasionando asi por mecanismos desconocidos el espectro malformativo'* '*>,
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La via mas aceptada hoy para explicar el mecanismo de accion del nitrofen tiene que ver con la
secuencia metabolica del acido retinoico (Figura 8). Las modificaciones en esta via han sido
demostradas tanto en humanos como en animales® ¥, y se sustenta en hallazgos que
demuestran que los pasos metabolicos desde vitamina A a retinal, y a su producto activo, el
4cido retinoico, estan alterados en la HDC?***,

ESTERES DE RETINOL

i

CHg CHs
CREPI Pbc‘;.{‘\:Hﬁ
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ALMACENAMIENTO | CRBPII r q
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Figura 8.- Metabolismo del retinol (vitamina A). Los ésteres del retinol se almacenan en el
higado y se transforman en retinol por hidrélisis. El retinol unido a su proteina
transportadora (RBP4) se transporta a los tejidos periféricos. En los tejidos diana se oxidan a
retinaldehido por la accion de las enzimas alcohol dehidrogenasas y a acido retinoico por las
retinal dehidrogenasas. El acido retinoico se une a sus receptores nucleares (RARE) e induce la
transcripcion génica para la expresion de diferentes proteinas.

Algunos datos que apoyan esta teoria se conocen desde antiguo. Asi, desde los anos 50 del
pasado siglo se sabe que ratas deficientes en vitamina A tienen descendencia con HDC?* '®,
malformacién que puede prevenirse con la administracion de vitamina A durante la gestacién®.
Por otra parte, ratones mutantes para receptores del acido retinoico (RAR) tienen hipoplasia
pulmonar y en ocasiones HDC junto con otras malformaciones® *’. Ademas se ha demostrado
que los niveles sanguineos de retinol estan disminuidos en recién nacidos con HDC® y en el
parénquima pulmonar de las ratas con HDC®, a la vez que las enzimas implicadas en la sintesis
de AR estan alteradas en ellas*® *'. En concreto, la enzima retinaldeshidrogenasa 2 (RALDH2),
limitante de la sintesis de AR esta disminuida en cultivos celulares de ratas expuestas a nitrofen
y a otros teratégenos capaces de producir HDC®* ** ', Finalmente, explantes de pulmones
hipoplasicos de fetos de ratas expuestos a nitrofen recuperan el desarrollo pulmonar cuando se
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les afiade al medio de cultivo AR* y lo mismo ocurre cuando fetos expuestos a nitrofen son
tratados prenatalmente con acido retinoico'’® "' (Figura 9).

Por dltimo, el nuevo modelo de HDC inducida con un farmaco pan antagonista de los RAR (el

BMS493) confirma que la via del AR esta implicada en la etiopatogenia de este modelo
experimental'”.
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Figura 9. Via genética del retinol. El receptor de membrana STRA6 se une a la proteina
transportadora del retinol (RBP) lo que permite la captacion (entrada) intracelular del retinol.
Este se une a su proteina transportadora celular en el citoplasma (CRBP) y es convertido a
retinaldehido (retinal) por la accion de la alcohol dehidrogenasa en una reaccién enzimatica
reversible. Posteriormente, la enzima retinal dehidrogenasa (RALDH) transforma el
retinaldehido en acido retinoico en un proceso no reversible. En el ntcleo, el acido retinoico
se une a su receptor (RAR), lo que desencadena una secuencia de transcripcion génica. El
receptor del dcido retinoico forma un heterodimero con el receptor X retinoides (RXR) y se
une al “elemento de respuesta del acido retinoico” (RARE) de la regiéon promotora de un gen
determinado para iniciar su transcripcion. Imagen modificada de: Noble, 2007°%
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4. LA CRESTA NEURAL

4.1. GENERALIDADES:

La cresta neural (CN) es una estructura embrionaria transitoria originada a partir del
neuroectodermo durante la formacion del tubo neural en la tercera y cuarta semanas de la
gestacion humana. Se origina a partir de las células neuroectodérmicas localizadas en la porcion
mas lateral de los pliegues neurales, fusionandose en la linea media entre el tubo neural y el
ectodermo superficial (Figura 10).

Dado que es un componente caracteristico de los animales vertebrados y debido a su
importancia filogenética, ha sido objeto frecuente de estudio no sélo en el ambito de la
medicina sino también por anatomistas o bidlogos'”*'”. Sus células tienen la capacidad de
diferenciarse en multitud de estirpes celulares, participando en los procesos de organogénesis
durante el desarrollo embrionario.

Placa Neural
Placa Neural Pliegue Neural

S

Surco

Notocorda Neural
/

N

Epidermis

Figura 10.- Proceso de neurulacion (3°SDG). Formacion del tubo neural a partir del ectodermo que
forma el surco neural en la linea media. La interaccion entre el ectodermo epidérmico y la placa
neural da lugar a la formacion de los pliegues neurales que cuando se fusionan en la linea media

forman la cresta neural. Tomado de neurocienciasunamfesi.blogspot.com.
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Tal y como se ha explicado en apartados previos, la correcta funcién de la CN es regulada por
mecanismos de caracter genético, por senales moleculares del tipo de factores crecimiento y
de transcripcién y mediante sustancias bioquimicas como el AR o sus metabolitos > *. Un
funcionamiento anémalo de cualquiera de estos mecanismos contribuye al maldesarrollo del

diafragma, a la inmadurez del pulmon y al origen de la multitud de malformaciones asociadas a la
HDC'"*.

4.2. ANTECEDENTES HISTORICOS:

La CN fue descrita en 1868 por el anatomista suizo Wilhelm His (1831-1904) que la asoci¢ al
origen del sistema nervioso en los embriones vertebrados. Se defini6 entonces como una
estructura situada entre el ectodermo precursor de la epidermis y el tubo neural, de la que
derivarian los ganglios espinales y craneales. El término “cresta neural” no se definié hasta 10
anos mas tarde en un trabajo sobre el desarrollo de los nervios craneales en las aves publicado
por Arthur Milnes Marshall'’®. Hubo que esperar otro medio siglo para demostrar que de la
CN, ademas de la estirpe nerviosa, se originaban otras células y tejidos como el cartilago o el
tejido conectivo'”’"'®.

A partir de los afos 60 se avanzé de forma importante en los estudios sobre la diferenciacion
de las células de la CN y se definio su disposicion caracteristica a lo largo del eje craneocaudal
del embrion. Se dividid entonces en cresta neural craneal (CNC) y cresta neural troncal
(CNT)'"* '8 182 Se demostré también que las células neurocristales tenian patrones de
diferenciacion tisular y vias migratorias caracteristicas en funcion de su localizacion topografica
dentro de la CN'®. Es decir, su diferenciacion estaba en parte “predeterminada” segin su
localizacion en el embrion'”® '8+1%,

A la vez que se investigaba sobre el desarrollo y funcion de las células de la CN, se identificaron
aquellas situaciones patologicas derivadas de su mal funcionamiento, definiéndose por primera
vez en 1974 el concepto de neurocristopatia como aquella enfermedad caracterizada por la
afectacién de 6rganos o tejidos procedentes de la CN'®"'%,

En cuanto a los animales de experimentacion, se desplazé progresivamente el estudio en
anfibios hacia las investigaciones en las aves, siendo de vital importancia los trabajos sobre
ablacion y trasplante de regiones concretas de CN en el modelo de quimera de pollo y
codorniz desarrollado por Le Dourain'” '®, y que supuso el pilar bésico en el estudio de la
CN'# ' Posteriores a estos trabajos pioneros, los experimentos consistentes en la ablacion y
trasplante de regiones concretas de CN en ratas, el desarrollo de técnicas de explante y cultivo
celular y tisular y la utilizacion de marcadores moleculares y genéticos han sido fundamentales
para el conocimiento de su papel en el desarrollo murino y de los vertebrados en general'”'"'*>.

En los dltimos afos se han descrito multiples mecanismos que regulan la organogénesis mediada
por la CN, tomando especial interés el estudio de los genes homedticos o genes Hox. Estos
genes codifican el eje axial anteroposterior de los animales bilateralmente simétricos y se
expresan de diferente forma en las distintas regiones de la CN lo que ha contribuido al mapeo
detallado de su estructura® > '**'*®, Otros genes expresados en el ectodermo (Whnts), en la
placa neural (Zic, Pax3, Pax7) o en los pliegues neurales (Msx/, Msx2) se han demostrado
también implicados en el desarrollo de la CN'",
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4.3. FORMACION, MIGRACION Y DIFERENCIACION DE LAS CELULAS DE
LA CN:

Aunque son bien conocidos los aspectos sobre migracion y diferenciacion tisular de la CN en
vertebrados, los mecanismos exactos sobre su origen no se han esclarecido aun. El concepto
de que sus células son una poblacion “inducida” es una teoria ampliamente aceptada en la
actualidad gracias a los estudios realizados en anfibios y aves mediante extirpacion y trasplante
de zonas concretas de CN o el marcaje de las células con marcadores especificos como HNKI.
Estos estudios senalan el origen de las células de la CN en estimulos procedentes de la
interaccion entre la placa neural y el ectodermo no neural o epidérmico, estimulos que
podrian inducir la aparicion de estas células en las porciones laterales de los pliegues
neuralesl84,l92, |99-202.

Esta formacion podria ademas estar favorecida por el microambiente extracelular mediante
factores de crecimiento como el FGF o miembros de la familia TGF-f3 (dorsalina-1 o proteinas
morfogenéticas del hueso BMP-4 y BMP-7)*®, que en unas cantidades adecuadas y en
determinados estadios embrionarios inducirian la formacion de células neurocristales y su
diferenciacién en distintos érganos y tejidos***'°.

Esta capacidad pluripotencial de la CN ha contribuido a que en los animales craneados se la
haya considerado como una cuarta hoja germinal'’® ?'' capaz de formar tejido neural,
esquelético o conjuntivo y que se anadiria a las tres hojas germinales tradicionales: ectodermo,
mesodermo y endodermo. De esta forma, existirian dos hojas germinales primarias, el
ectodermo y el endodermo, presentes en las primeras fases del desarrollo embrionario, y dos
hojas secundarias, mesodermo y CN, que requieren de la interaccion del ectodermo vy
endodermo para su aparicién'’*

Una vez formada la CN, sus células sufren una transformacion de epitelial a mesenquimal
durante su fase migratoria, que esta determinada tanto por las caracteristicas intrinsecas de
éstas (se trata e alguna manera de células “programadas”), como por el microambiente por el
que se desplazan. Asi, bajo la influencia de sehales moleculares como determinados factores de
transcripcion, las células neurocristales pierden moléculas de adhesion celular como N-CAM y
N-cadherina, caracteristicas de las células del tubo neural, y se diferencian en la estirpe celular
definitiva'®. También una matriz extracelular “favorecedora” rica en fibronectina, laminina y
colageno tipo IV influye en el establecimiento de las distintas vias migratorias desde la CN y en
la diferenciacion de sus células®'**",

Ademas de la localizacién topografica de las células neurocristales segin una situacion cefalica
(Cresta Neural Craneal) o mas caudal (Cresta Neural Troncal), también es determinante de su
diferenciacion final el momento en el que inician sus desplazamientos. De este modo, las
células que migran en primer lugar tienen la capacidad de diferenciarse en muchas estirpes
celulares y sin embargo, las que migran mas tardiamente lo hacen en localizaciones mas

dorsales y solo tienen capacidad para diferenciarse en células pigmentarias'®.
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La CN participa en el desarrollo de multiples estructuras, tejidos y organos. De ella derivan
varios componentes del sistema nervioso como ganglios sensoriales de los nervios raquideos y
de los pares craneales V, VI, X'y X, ganglios del sistema nervioso autébnomo, sistema nervioso
entérico, las vainas de los nervios periféricos y las cubiertas meningeas del encéfalo y la médula
espinal (piamadre y aracnoides). También participa en el desarrollo de los componentes
musculoesqueléticos de la cabeza y del cuello, de las estructuras derivadas de los arcos
faringeos: timo, tiroides, paratiroides y corazon; o de la médula suprarrenal, entre otros
organos y tejidos, como se describe en las figuras |1 y 12.
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Figura 11.- Esquema que muestra las estructuras y organos derivados de la migracion y
diferenciacion de las células de la Cresta Neural. De la CNC derivan células
ectomesenquimales que formaran tejido conectivo, éseo o cartilaginoso que formaran el
esqueleto craneofacial, los cartilagos de los arcos faringeos y su tejido mesodérmico; asi
como el mesénquima del septo tronconal. También daran lugar a células neriviosas en
distintas localizaciones. Las células originarias de la CNT se diferencian exclusivamente en
células de estirpe nerviosa o pigmentaria. Tomado de Larsen 2003 2'°.
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Figura 12.-Esquema explicativo de la diferenciacion de las células de la Cresta Neural
Craneal y Cresta Neural Troncal. Como puede observarse, el tejido mesesnquimal deriva
sélo de las células procedentes de la CNC. Ademas de la localizacion (CNC o CNT), el tipo
de diferenciacion celular depende también del momento en el que migran las células desde la
CN, como se ha comentado en el texto.

4.4. LA CRESTA NEURAL CRANEAL (CNCQC):

En las aves, la CNC se localiza desde el mesencéfalo hasta el nivel del 5° somito. Contribuye a
la formacion de tejido, cartilago y hueso del esqueleto creaneofacial, el corazon, los
odontoblastos, y las neuronas y células gliales de los ganglios de los pares craneales'’* '’ '#

Las células que migran desde los rombomeros rl, r2 y r4 se sitian proximales a la placoda ética
y se dirigen al proceso frontonasal y a los arcos faringeos 1°y 2° para formar el esqueleto del
tercio superior de la cara, el maxilar, la mandibula, los huesos del oido y el cartilago hioideo'®*
'%, Las células procedentes de los rombomeros ré, r7, r8 y de los somitos |-5 (todas distales a
la placoda oética) migran hacia los arcos faringeos 3°, 4° y 6° participando en el desarrollo del
timo, tiroides y paratiroides. Desde alli, algunas células migran a su vez hacia el corazon en
desarrollo para participar en la septacion e inervacion cardiacas; éstas son las células de la CN
cardiaca, que describimos mas adelante en el apartado del desarrollo cardiovascular.

En los somitos |-7 se encuentran también las células de la CN Vagal, que migran hacia el

intestino y se diferencian en los ganglios parasimpéticos entéricos'’.
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Los rombomeros r3 y r5 tienen unas caracteristicas especiales ya que la produccion de sus
células y su migracion esta muy limitada, no mostrando vias migratorias especificas ni
estructuras diana en qué diferenciarse. Esto se debe a una apoptosis segmentaria especifica por
la liberacion de moléculas como Bmp-4 o inhibidores de la migracion celular como Colapsina-1-c
y Sema3A*'*?'®, Este comportamiento especial de los rombémeros 3 y 5 producird como efecto
final una adecuada diferenciacion de los arcos branquiales.
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Figura 13.-Esquema que muestra el desarrollo del romboencéfalo y de la CN Craneal. La
CN (parte izquierda de la figura): se divide en tres regiones en funcién de sus vias
migratorias. En la porcion central de la figura se muestra la expresion de moléculas en los
tejidos vecinos del romboencéfalo. A la derecha, algunas moléculas expresadas por los
rombomeros y la expresion de los genes HOX. BMP-4: molécula apoptotica de la CN.
Noggin: molécula anti-apoptotica. ErbB4 y Colapsina: inhibidores de la migracion de la
CN. Tomado de Duque-Osorio 2003 219
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En los mamiferos, las células de la CN craneal migran antes del cierre completo del tubo neural
a unas estructuras precursoras de los rombomeros especificas, los prorrombémeros A (proRA:
futuros rl y r2), B (proRB: futuros r3 y r4), C (proRC: futuros r5 y ré6) y D (proRD: r7). Asi, las
células procedentes de proRA migraran al primer arco faringeo, las del proRB al segundo arco y
las de los prorrombomeros mas caudales (proRC y proRD) se desplazaran hacia el tercer y

posteriores arcos faringeos™.
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Figura 14.- Migracion de las células de la CN Craneal en los periodos correspondientes a 5-6
somitas (A y B), 8 somitas (C) y periodo faringeo (D). FB: forebrain (prosencéfalo). MB:
midbrain (mesencéfalo). POS: postética. al: primer arco branquial. a2: segundo arco branquial.
a3: tercer arco branquial. Tomado de Osumi-Yamashita, 1997 **°
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4.5. LA CRESTA NEURAL DEL TRONCO (CNT):

Se sitla entre el 6° somito y los somitos mas caudales. Se diferencia en tejido nervioso y en
melanocitos. Sus células siguen dos rutas migratorias, ventrolateral y dorsolateral. Las que
siguen la primera daran lugar a los ganglios sensitivos raquideos del cuello, tronco vy
extremidades, los ganglios simpaticos, las neuronas paraadrticas, las células de la glia, células de
Schwann y las células cromafines de la médula suprarrenal. Cuando proceden de los somitos 6°
y 7° originaran la inervacion parasimpatica entérica junto a las células neurocristales de la CN
Vagal, si son de los somitos 8 a 27 se diferenciaran en neuronas adrenérgicas y, por ultimo,
aquellas caudales al somito 28 (conocidas como CN sacra) se diferenciaran en tejido nervioso
entérico del intestino distal. Las células de la CN que siguen la ruta dorsolateral se
diferenciaran en melanocitos. En los dos apartados siguientes analizaremos dos de las
estructuras mas importantes derivadas de la CN craneal: el aparato faringeo y el sistema
cardiovascular.

4.6. EL APARATO FARINGEO:

4.6.1. GENERALIDADES:

En este apartado describimos el desarrollo de los 6rganos y tejidos craneocervicales que se
originan a partir del endodermo, ectodermo y mesodermo faringeos. Estas tres hojas
germinales forman el aparato faringeo a ambos lados del intestino anterior en la region cervical,
proceso vital en el desarrollo del esqueleto craneofacial, de las principales glandulas cervicales
(timo, tiroides y paratiroides) y de la formacion de los grandes vasos del cuello y del torax. Su
desarrollo depende de una correcta influencia organogenética por parte de la CN, lo que lo
convierte en un componente embrionario caracteristico y exclusivo de los animales
vertebrados.

En los peces y anfibios larvarios, el aparato faringeo sostiene las branquias y tiene una funcion
respiratoria en el intercambio de O, y CO, entre la sangre y el agua, de ahi el nombre de
aparato branquial. Sin embargo en los vertebrados mas evolucionados carentes de branquias,
este sistema no cumple esta funcion respiratoria por lo que es preferible la denominacion de
aparato faringeo®'® **'. Dicho aparato faringeo se divide en tres componentes principales: arcos,
bolsas y hendiduras faringeas (Figura 15).

En la confluencia de los epitelios de las bolsas y las hendiduras faringeas se forman las
membranas faringeas, que salvo la primera que originara el timpano, desaparecen durante el
periodo embrionario.

Los arcos faringeos forman el esqueleto y los componentes muscular y nervioso de las regiones
de la cabeza y el cuello. Son 5 crestas sobreelevadas y redondeadas que empiezan a
desarrollarse a partir de la cuarta semana de gestacién a cada lado de las futuras regiones de la
caray el cuello.
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Las bolsas faringeas se componen de 5 pares de diverticulos a cada lado de la faringe primitiva,
que se desarrollan en una secuencia craneocaudal entre los arcos faringeos. Dan lugar a las
principales glandulas cervicales: timo, tiroides y paratiroides.

Las hendiduras faringeas son los cuatro surcos que separan externamente los arcos faringeos. El
primer par de hendiduras origina el conducto auditivo externo. Las tres restantes confluyen en
una hendidura mayor: el “seno cervical”’, que normalmente involuciona a lo largo de la gestacion.
La duplicacién de la primera hendidura faringea da lugar a las fistulas preauriculares, tapizadas por
endodermo en la region ventral del conducto auditivo externo. La persistencia del seno cervical

origina los quistes y las fistulas cervicales.
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Figura 15.- Esquema del aparato faringeo de un embriéon mamifero en un corte transversal
en el que se representan las bolsas, hendiduras y arcos faringeos. Del endodermo de la 3* y 4*
bolsas faringeas se originan las glandulas paratiroides y el timo durante la 5* SDG en el embrion
humano. Puede observarse cémo las glandulas paratiroides superiores se originan de la 4* bolsa
faringea, mas caudal que las glandulas paratiroides inferiores, que proceden del endodermo de
la la 3 bolsa. El cuerpo ultimobranquial, que dara lugar a las Células C tiroideas productoras de

calcitonina, proceden de la 5% bolsa faringea (para algunos autores, region mas caudal de la 4*
bolsa). Modificado de Moore, 2004 3
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4.6.2. LOS ARCOS Y BOLSAS FARINGEAS EN EL EMBRION HUMANO:

Los arcos faringeos comienzan a desarrollarse en la cuarta semana de gestacion cuando las
células de la CN migran hacia las futuras regiones de la cabeza y el cuello. Se desarrollan cinco
arcos en direccion cefalocaudal, siendo visibles cuatro pares de arcos al final del primer mes del
desarrollo embrionario. Estan formados por un nicleo de mesénquima que se invade
progresivamente por células de la CN, tapizado internamente por endodermo, y externamente
por ectodermo®'® ',

Contribuyen a la formacion de los musculos, nervios, vasos arteriales y sostén cartilaginoso y
oseo de las regiones facial y cervical a través de sus distintos componentes mesodérmicos:

* un arco adrtico que irriga cada arco y se dirige a la aorta dorsal. Los arcos aérticos
se transformaran en las principales arterias de la cabeza y el cuello y se describiran
en el apartado posterior dedicado al desarrollo del sistema cardiovascular.

* un componente muscular estriado que dara lugar a musculos de la cabeza y el
cuello.

* un nervio que inerva la mucosa y los musculos de cada arco, y

* cartilago que formara el esqueleto de cada arco faringeo.

Este desarrollo cefalocaudal de los arcos faringeos depende de las vias migratorias segmentarias
que se establecen desde el tubo y la CN, definiéndose tres rutas principales (Figura |3):

|.-Via Trigeminal o Predtica: migra desde la parte caudal del mesencéfalo y la parte
cefalica del romboencéfalo (rl y r2) hacia el primer arco

2.-Via Hioidea: coloniza el segundo arco desde el rombomero 4, y

3.-Via Postética o Circunfaringea: desde los rombémeros 6 y 7 hacia los arcos
branquiales caudales (arcos 3°,4°y 6°).

Las estructuras derivadas de estos arcos faringeos se describen a continuacion y se resumen en
la Tabla 2.

El primer arco faringeo, llamado también arco mandibular, se compone de dos regiones: la
prominencia maxilar, que da lugar al maxilar superior, el hueso cigomatico y la porciéon
escamosa del hueso temporal, y la prominencia mandibular, que dara lugar al maxilar inferior. El
cartilago de este primer arco, el cartilago de Meckel, se osifica para formar la mandibula y parte
el martillo y el yunque del oido medio. La porcion muscular da lugar a los musculos de la
masticacién. La inervacion de este primer arco corre a cargo del V PC, el nervio Trigémino.

El segundo arco faringeo, el arco hioideo, se compone de células cartilaginosas englobadas en el
cartilago de Reicher y que daran lugar al estribo, la apofisis estiloides del hueso temporal, el
asta menor y la porcion superior del hioides. Los derivados musculares originan los musculos
de la expresion facial, del estribo, el estilohioideo y parte del digastrico. Las células de estirpe
nerviosa formaran la porcion correspondiente del séptimo par craneal, el nervio Facial,
encargado de la inervacion de todas estas estructuras del 2° arco.
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En el tercer arco faringeo, el componente cartilaginoso completa la formacion del hioides, en
concreto de su asta mayor y de la porcidn inferior del cuerpo hioideo. Su derivado muscular es
el musculo estilofaringeo y la inervacion dependera del noveno par craneal, el nervio
glosofaringeo.

En el cuarto y sexto arcos, los derivados cartilaginosos forman los cartilagos laringeos excepto
la epiglotis. Los derivados musculares dan lugar a la lengua y los musculos de la deglucion,
vocalizacion y fonacion (cricotiroideo, elevador del velo del paladar, constrictores de la faringe
y los musculos intrinsecos de la laringe). Su inervacion pertenece al décimo par craneal, el
nervio vago.

El quinto arco en el humano involuciona, cuando existe, es rudimentario y no suele tener
cartilago.

El primer par de bolsas faringeas contribuye al desarrollo de la membrana y cavidad timpanicas,
antro mastoideo y la trompa auditiva. El segundo par forma las amigdalas palatinas. La tercera
bolsa faringea da lugar al timo y las glandulas paratiroides inferiores y es la mas relacionada con
la organogénesis de la CN. La cuarta bolsa formara los esbozos de las glandulas paratiroides
superiores a partir de la 5* SDG; en su migracién se quedan en una posicion superior en los
|6bulos tiroideos. Por ultimo, la quinta bolsa, considerada por algunos autores como la porcion
ventral y caudal de la cuarta, originara los dos cuerpos ultimobranquiales, que al migrar hacia la
region dorsal del tiroides se diferenciaran en las células C tiroideas (llamadas parafoliculares)
(Figura 17), productoras de calcitonina. En los dos apartados siguientes desarrollaremos de
forma independiente la anatomia y fisiologia de estas estructuras.

Paratiroides inferior
Paratiroides superior
Q Timo
Q s
0 Cuerpo ultimobranquial
\n
Paratiroides superior
Paratiroides inferior
v}
a
0 -
2 T'iroides
i~
Timo

Figura 16.- Estructuras derivadas de las bolsas faringeas. El receso tubotimpanico deriva de
la primera bolsa faringea, las amigdalas palatinas de la segunda; el timo y las glandulas
paratiroides inferiores de la tercera y las glandulas paratiroides superiores de la cuarta bolsa
faringea. El cuerpo ultimobranquial, origen de las células C tiroideas, y procede de la region
caudal de la cuarta bolsa faringea o de una hipotética 5° bolsa. Tomado de Larsen, 2003 2!*
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. Paratiroides inferior Cuerpo ultimobranquial Troides

[J Paratiroides superior . Tino

Figura 17.- Las glandulas paratiroides, el esbozo timico y los cuerpos Ultimobranquiales se
separan del revestimiento de la faringe y se desplazan a sus localizaciones definitivas en el
cuello y térax. Las glandulas paratiroides y los cuerpos Gltimobranquiales migran caudalmente
hasta integrarse en la cara posterior de la glandula tiroides. Las dos paratiroides intercambian
su posicion al migrar: la paratiroides derivadas de la 3 bolsa faringea se posiciona en un nivel
mas inferior, correspondiendo a las glandulas paratiroides inferiores, mientras que las
derivadas de la 4* bolsa faringea se convierten en las glandulas paratiroides superiores.
Tomado de Larsen, 2003 '

m. masticacion
1° Mandibular PCV Milohioideo Martillo/Yunque
Digastrico

30 Asta mayor hioides
PCIX sl Cuerpo hioides (inferior)

Tabla Il.- Estructuras derivadas de los arcos branquiales. Los cartilagos del primer, segundo y
tercer arco derivan del mesodermo paraaxial colonizado por las células de la Cresta Neural. Sin
embargo, los derivados del cuarto y sexto arcos faringeos parecen derivar del mesodermo
lateral, no relacionado con la CN.
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4.6.3. EL TIMO, LOS LINFOCITOS T Y LAS CELULAS C:

El Timo se origina como dos proliferaciones endodérmicas huecas que al invadir el estroma
subyacente se transforman en cordones sélidos. Entre la 4° y 72 SDG pierden su conexion con
la faringe y migran inferiormente a ambos lados del cuello hasta fusionarse medialmente en una
localizacion inferior al tiroides en la cara dorsal del esternén. Queda asi como una glandula

bilobulada constituida por una corteza y una médula bien definidas al final del periodo
embrionario (12* SDG) *'* .

A partir de este momento, se poblara de linfocitos procedentes de células madre del saco
vitelino, del epiplon y del higado, confiriéndole su funcion inmune celular como érgano linfoide
primario. Alcanza su tamafo maximo en la pubertad para involucionar en forma de restos
adiposos en el adulto, aunque persiste como érgano linfoide activo®®. Las células de la CN
estimulan la proliferacion del epitelio timico (derivado del endodermo faringeo) y producen
tejido mesenquimal que se diferencia en tejido conectivo y vasos sanguineos timicos. Ademas, la
CN influye sobre el epitelio timico para que éste estimule la proliferaciéon de las células linfoides

primitivas (“madre”) y se diferencien en timocitos maduros'”.

Histoldgicamente es un érgano linfatico encapsulado, bilobular en el que cada Iobulo tiene su
propia irrigacion sanguinea, drenaje linfatico e inervacion. Esta dividido en pseudolobulillos
separados por tabiques de tejido conectivo. Cada lobulillo esta formado por una zona
periférica: la corteza, donde estan los linfocitos, células epiteliales (denominadas células
reticuloepiteliales) y macroéfagos; y una zona central: la médula, formada fundamentalmente por
células epiteliales y algunos linfocitos dispersos. En esta zona medular estan los caracteristicos
“corpulsculos de Hasall”: constituidos por capas gruesas concéntricas de células epiteliales
aplanadas, llenas de granulos de queratohialina y queratina (Figura 18). Los linfocitos proliferan
de forma continua en la corteza, algunos mueren y son destruidos por los macréfagos y el
resto emigran hacia la médula desde donde entran en el torrente sanguineo®> >,

El timo es el Unico organo linfoide primario en los mamiferos y su funcion principal es la
respuesta inmunitaria celular a través de la produccion de linfocitos T “nativos”: aquellos que
no han tenido contacto con sus antigenos. Cuando los linfocitos pasan al torrente circulatorio
desde la médula timica, migran a los organos linfoides periféricos, y como linfocitos T
(timodependientes) ejercen un papel primordial en la inmunidad celular y cooperan también
con los linfocitos B en la respuesta inmunitaria humoral®> >,

Es el encargado de la diferenciacion de las células linfocitarias primitivas (linfoblastos T)
procedentes de la médula o6sea. Durante su recorrido desde la corteza mas superficial hasta la
médula timica estos linfocitos inmaduros incorporan receptores antigénicos especificos
convirtiéndose en linfocitos T maduros capaces de reconocer los antigenos propios del
individuo, que evitan en condiciones fisioldgicas el desencadenamiento de reacciones
autoinmunes’?”, Esta maduracion linfocitaria se realiza en varios procesos sucesivos
consistentes en la expresion de su receptor especifico TCR, la seleccion positiva para el
reconocimiento de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) propias del
individuo, la expresion de correceptores CD4 y CD8; y finalmente un mecanismo de seleccién
negativa mediante el cual se eliminan linfocitos inmaduros doblemente positivos (CD4+CD8+)

que podrian reaccionar de forma dafiina contra proteinas propias expresadas en el timo*>.
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Figura 18.- Corte histoldgico de timo humano tefido con hematoxilina-eosina. En cada
lobulillo timico, separado por trabéculas de tejido conectivo, se diferencia la corteza: zona
con elevada celularidad constituida por linfocitos en proliferacion (que van madurando desde
la region mas periférica hacia la médula), células reticuloepiteliales y macrofagos; y la médula,
formada fundamentalmente por células reticuloepiteliales y linfocitos maduros en menor
cuantfa, que pasan a la sangre para migrar hacia los 6rganos linfoides secundarios. En la
médula se encuentran los caracterisicos corpusculos de Hassall (20-500 pm), formados por
células reticuloepiteliales concéntricas con granulos de queratina, que se tifien intensamente
con eosina.

Los Linfocitos T 2%

Caracteristicamente (a excepcion de las células NK) y gracias a su receptor de membrana TCR,
los linfocitos T solo reconocen antigenos que vienen presentados por una molécula del CMH
del mismo individuo con una “especificidad dual”: es decir, reconoce tanto al antigeno como a
regiones de la molécula CMH que lo presenta. Puesto que las moléculas CMH sélo pueden
presentar péptidos, los linfocitos T solo reaccionan ante antigenos de origen proteico.

Los linfocitos T se clasifican en distintos tipos en funcion de los marcadores linfocitarios o
“antigenos de diferenciacion leucocitaria” (CD: cluster differentiation), que son proteinas de
superficie de los leucocitos. Surgieron para la clasificacion e identificacion de estas células y para
poder seguir una nomenclatura sistematica de las mismas. Estos CD se han clasificado segtn un
criterio funcional en el proceso de interaccion entre la célula presentadora de antigeno y el
linfocito T tal y como se describe a continuacion (Tabla IlI).
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- Linfocitos T CD8 (citotdxicos): son las células “efectoras” de la inmunidad celular
mediante la interaccion con antigenos unidos a CMH-l. Reconocen a las células
infectadas por el patogeno y las destruyen mediante la secrecion de sustancias
citotoxicas: como granzima y perforina.

- Linfocitos T CD4+ (cooperadores): inician la cascada de la respuesta inmune coordinada
cuando interaccionan con péptidos presentados por moléculas CMH-II. No son capaces
de producir efectos citotdxicos o fagocitarios; sino que activan y dirigen a otras células
inmunitarias en funcion de los estimulos que reciben al interaccionar con el antigeno
extrano. Son esenciales en la activacion de la formaciéon de anticuerpos por parte de los
linfocitos B, en la activacion y crecimiento de los linfocitos T citotoxicos y en el
estimulo de la actividad bactericida de fagocitos como los macroéfagos. Asi, se
diferencian funcionalmente distintos subtipos de linfocitos T CD4+:

~Thl: segregan Interferén y y migran a los tejidos infectados colaborando en la
activacion de los macroéfagos.

.-Th2: Intervienen en las reacciones alérgicas y en las infecciones por parasitos,
mediante la liberacion de IL-4 (que estimula la secrecion de IgE para la activacion
de los mastocitos) e IL-5 que activa a los eosinofilos.

.-Th17: median reacciones alérgicas mediante la liberacion de IL-17, e intervienen
en enfermedades de naturaleza inmune como la esclerosis multiple, la artritis
reumatoide y la enfermedad inflamatoria intestinal.

- Linfocitos T_memoria (CD4/CD8 Ro): se generan tras la activacion de los linfocitos T
después de la exposicion a un antigeno extrano. Tienen una vida larga, circulando
durante meses o anos funcionalmente inactivos, preparados para responder a nuevas
exposiciones del mismo patdgeno.

- Linfocitos T reguladores (supresores): son los encargados de finalizar la respuesta inmune.

- Células NK (“natural killers). Procedentes del mismo precursor hematopoyético, que los
linfocitos T, se diferencian de ellos por no expresar el receptor TCR y reconocer
antigenos no expresados por moléculas del CMH, ejerciendo por lo tanto una funcion
inmunitaria inespecifica de destruccion celular mediante la liberacion de Interferon y
otras citoquinas. Destruyen células infectadas o tumorales mediante procesos de lisis
celular y apoptosis. También participan en reacciones inmunitarias de tipo humoral al
interaccionar con distintos anticuerpos mediante receptores especificos para la region
Fc de las inmunoglobulinas G. No expresan el marcador fenotipico caracteristico de las
subpoblaciones de linfocitos T (CD3) y si otros como CD56, CD2, CD16 6 LFA-1. Se
localizan fundamentalmente en sangre y en el bazo, estando practicamente ausentes en
el timo.
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Anclaje correcto de TCR Marcador de linfocito T
CD3* " ~
Transduccion senales celulares

CD4* Co-receptor CMH-II
CD8* Co-receptor CMH-|
CDI6* Reconocimiento Fc-Ig
CD35 Receptor complemento
CD40 Molécula de senalizacion En CPA Yy LT
CD25 Receptor IL-2
CD45 Marcador diferenciacién celular Marcador panleucocitario
CD45Ra LT virgen
CDA45Ro LT memoria
CD2 Adhesion celular
CD28 Activacion LT

Tabla lll.- Resumen de las principales subpoblaciones de Lintocitos T en funcién de los

distintos marcadores celulares(“cluster differentiation”: CD). Con asteristico (*) se muestran las
células que participan en el reconocimiento especifico del antigeno. La molécula TCR, no
incluida en la tabla por no incluirse en la nomenclatura CD, también es un marcador celular de
los linfocitos T. LT: lintocito T. CPA: célula presentadora de antigeno.

Las células parafoliculares o células C (CQC):

Al proceder de los cuerpos ultimobranquiales, dependen de los mecanismos reguladores
organogenéticos que ejerce la CN en el desarrollo de los 6rganos derivados del aparato
faringeo”. Se identificaron por primera vez en el tiroides del perro por Baber en 1876 y han
recibido multiples denominaciones a lo largo de los anos debido a su localizacion y propiedades
bioquimicas®'. Las primeras investigaciones sobre las CC se llevaron a cabo en la especie canina
y se describian anexas a los foliculos tiroideos por lo que se llamaron de forma genérica células
parafoliculares®. La confirmacion posterior de que pudieran hallarse tanto a nivel folicular
como entre los foliculos, y de que fueran las responsables de la secrecion de calcitonina (CT),
llevd a que se denominaran de forma mas correcta como células C?" ?*? Fue también en

estos afos 60 cuando se las relacioné con el origen del carcinoma medular de tiroides®”.

Debido a sus caracteristicas citoquimicas se incluyen dentro del sistema APUD (acrénimo del
inglés Amine and Precursor Uptake and Decarboxylation) junto a otras células de origen
neurocristal productoras de hormonas como las células cromafines de la médula adrenal, del
intestino o las células corticotropas o melanotropas de la hipofisis®?* 2 2% 2%,

Se encuentran dentro del parénquima tiroideo, pero son independientes de las células
foliculares productoras de hormona tiroidea, constituyendo menos del 0,1% del contenido
celular tiroideo. Su relacion aproximada con la células foliculares es de 1:10 y tienen una
localizacion predominantemente parafolicular. Su funcion es la del almacenamiento y secrecion
de calcitonina (CT), hormona hipocalcemiante compuesta por 32 aminoacidos, que participa en
la homeostasis del calcio®***!.
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Las celulas C, ademas, segregan otras sustancias como somatostatina, sustancia F, peptido
liberador de gastrina, serotonina, cromogranina, enolasa neuroespecifica y L-dopa
carboxilasa®?**,

Histologicamente, las CC se pueden diferenciar del resto de las células tiroideas mediante
tincion con hematoxilina y eosina, presentando una forma poligonal con un gran nicleo y un
citoplasma pélido con granulaciones en su interior que representan el acimulo de CT*% 2%,
Sin embargo, el hecho de que en el humano estas células sean escasas y se distribuyan
individualmente o en pequenos grupos, hace necesaria la utilizacion de otras técnicas mas
especificas™. Asi, para su identificacion se han utilizado tradicionalmente tinciones de plata
capaces de detectar los granulos secretores del citoplasma que por su propiedad argirdfila
reducen las sales de plata de todas las células APUD. Estas tinciones se han sustituido
actualmente por tinciones inmunohistoquimicas, que tifien de forma especifica el citoplasma de
las células de C por su alto contenido en CT** %,

El nimero y distribucion de las CC varia entre distintos animales vertebrados y segin la edad
dentro de una misma especie"” *°. Por ejemplo, los roedores poseen mayor nimero de estas
células en relacion al peso corporal total y a la masa tiroidea que los humanos, y esta cantidad
relativa se incrementa con la edad*?®'. En cuanto a su distribucidén, en la mayoria de las
especies las células C tienden a concentrarse en la region central de ambos |ébulos tiroideos™?,

siendo mayoritarias en el drea dorsolateral y tercio medio del tiroides®* %2>,

La escasez de CC en la especie humana, junto a su dificil demostracion con las técnicas
habituales de deteccién hizo que se describieran mas tardiamente que en otros mamiferos®®.
En el humano adulto se sitian mas frecuentemente entre los foliculos, mientras que la
presencia intrafolicular es mayor en los neonatos™*, periodo en el que también se ha observado
mayor cantidad de CC probablemente relativa por el menor tamano tiroideo en este grupo de
edad™. En este mismo contexto, es también significativo el hallazgo de altos niveles de CT en
sangre de cordon de recién nacidos con respecto a los correspondientes niveles en sangre

materna, lo que puede implicar a esta hormona en la regulacién de la osificacion fetal*** % >,

La Calcitonina se genera por un proceso de proteolisis en el que pasa de una forma inmadura
compuesta por | |6 aminoacidos, a una forma activa final que tan solo tiene 32. Existen distintos
métodos basados en inmunoanalisis para la medicion de la CT en sangre, por lo que los valores
de referencia varian en cada caso. Los mejores test para su deteccion son los que utilizan la
quimioluminiscencia, que usan doble anticuerpo y sélo miden la hormona madura. Tienen
ademas una elevada sensibilidad pues detectan niveles muy bajos de CT en sangre, por lo que
son muy utiles en el seguimiento del carcinoma medular de tiroides.

Las técnicas de radioinmunoensayo (RIA) mas tradicionales y ampliamente utilizadas, miden
calcitonina total y otras proteinas de estructura bioquimica similar, siendo menos especificas y
menos sensibles, por lo que suelen ofrecer niveles mayores de la hormona en sangre®” %,
Atendiendo al desarrollo cronologico de estos métodos bioquimicos de deteccion hormona
estas técnicas RIA se clasifican en los tres tipos:

|259
’
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I) RIA de primera generacion, que utiliza anticuerpos policlonales y detectan CT y
otras proteinas. El limite alto de la normalidad con esta técnica esta en torno a 50
Pg/m|257, 258.

2) RIA de segunda generacion o inmunorradiometria (IRMA). Es mas sensible y
mide Gnicamente la molécula de CT intacta. Detecta niveles de 10 pg/mI*.

3) RIA de tercera generacion o inmunoquimioluminiscencia (ICMA). Los niveles de
normalidad basales son inferiores a 5 pg/ml en mujeres y menores a 8,5 pg/ml en
varones.

Tanto las técnicas de IRMA como ICMA utilizan dos anticuerpos para la deteccion de la forma
monomérica la molécula de CT, y se consideran sensibles y reproductibles en el ambito clinico
y de la investigacién®® ',

4.6.4. LA REGULACION DEL METABOLISMO FOSFOCALCICO***

Las estructuras derivadas de la 3% 4° y 5% bolsas faringeas: las glandulas Paratiroides y el Cuerpo
Ultimobranquial, tienen como funcién principal la participacion en la regulacion del
metabolismo fosfocalcico a través de la secrecion de sus hormonas: paratohormona (PTH) y
calcitonina respectivamente. Estas, junto a la Vitamina D son las denominadas “hormonas
calciotropas”, que influyen también en la regulacion de la masa 6sea (MO) en la medida en la
que ésta ultima depende del equilibrio fosfocalcico.

Los componentes del metabolismo fosfocalcico son el Calcio, el Fosforo y el Magnesio,
nutrientes esenciales que se concentran mayoritariamente en el hueso en un 99%, 85% y 65%
respectivamente. Estos iones participan en multiples funciones bioldgicas por lo que el
mantenimiento de sus minimos niveles séricos mediante el aporte externo en la dieta y un

adecuado metabolismo fosfocalcico es de vital importancia?.

La concentracion plasmatica total de calcio oscila entre 8,4 y 11,3 mg/dl, y la de fésforo entre
2,5 y 7,4 mg/dl. Estos niveles varian en funcion de la edad, por lo que se establecen distintos
rangos de normalidad en funcion de ésta, tal y como se muestra en la Tabla IV.

En el plasma, el calcio se encuentra como |) calcio ionizado o libre (Ca®’, la fraccién
biolégicamente activa, 2) formando complejos con iones organicos como el citrato y, 3) unido a
proteinas, fundamentalmente a la albumina (Tabla IV). Tiene una absorcién intestinal escasa. El
escaso calcio urinario, se reabsorbe o elimina en los tubulos renales en funcién de la actividad
de la PTH, su principal regulador a este nivel, dependiente de los niveles de calcio sérico.

Por el contrario, la mayoria del fésforo se encuentra libre o en forma de fosfatos (HPO,> 6

H,PO") en funcién del pH plasmatico; y sélo un 10% se une a proteinas. Se absorbe ficilmente
en el intestino y se elimina mayoritariamente con la orina.
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0-3 meses 88-11,3 1,22-1,40 4,8-7,4
1-5 afios 9,4-10,8 1,22-1,32 4,5-6,5
6-12 afios 9,4-10,3 [,15-1,32 3,6-5,8
>12 afos (%) 8,8-10,8 1,12-1,32 2,5-4,9

Tabla IV.- Niveles normales de calcio y fésforo séricos en los distintos grupos de edad, segin
las “Guias de Actuacion de la National Kidney Foundation. Kidney Disease Outcome Quality
Initiative” (NFK/IKDOQ)) 265. (*): A partir de los |12 afios se consideran los valores de la edad
adulta proporcionados por cada laboratorio

La PTH es una hormona hipercalcemiante que potencia la resorcién ésea de calcio y fésforo, y
la absorcion intestinal de calcio. A nivel renal, favorece la reabsorcion tubular renal de calcio y
la eliminacion de fosfatos, y estimula la sintesis renal de la forma activa de la vitamina D (1a,25-
(OH),-D,) mediante la hidroxilacion o. Su funcion se regula de forma muy sensible por los
niveles de calcio sanguineos, de tal forma que niveles bajos de calcio en sangre la estimulan y
por el contrario, niveles elevados la inhiben. Es una proteina pequena formada por 84
aminoacidos. Aunque se pueden detectar en suero productos de degradacién de la PTH, la
valoracion que se utiliza en clinica es la medicion de PTH completa o intacta: PTHi (Figura 19).

La Calcitonina es una hormona hipocalcemiante: disminuye la concentracion plasmatica de calcio.
Interviene en la disminucion de la calcemia mediante dos acciones contrarias a la PTH. Por una
parte inhibe a los osteoclastos y por lo tanto, la resorcion osea, y por otra: disminuye la
reabsorcion renal de calcio. Su papel regulador del metabolismo fosfocilcico es menos
importante que el de la PTH y Vitamina D, cuestionandose en ocasiones su funcionalidad en
humanos. Los niveles de calcio en sangre influyen en la secrecion de Calcitonina, de tal forma
que incrementos superiores al 10% de la calcemia estimulan su sintesis y secrecion por las
células C tiroideas, en un efecto rapido pero menos enérgico y duradero que sobre la PTH, por
lo que el mantenimiento de la calcemia a largo plazo se ejerce por ésta ultima.

La Vitamina D es una prohormona esteroidea que se encuentra en la sangre en dos formas
quimicas diferentes: la vitamina D2 (Ergocalciferol), de origen vegetal, y la vitamina D3
(Colecalciferol), sintetizada en la piel a partir de 7-dehidrocolesterol mediante la estimulacion
de la luz ultravioleta, u obtenida en la dieta alimenticia. Su sintesis no guarda por lo tanto
relacion con érganos derivados de los arcos faringeos, pero se trata en este apartado por
ejercer un papel primordial en el metabolismo fosfocalcico y mineral.

La vitamina D3 es el metabolito mas abundante en el plasma pero es bioloégicamente inerte. Se
transforma en su forma activa hormonal, el 1,25-dehidrocolecalciferol (1c,25-(OH),-D;) o
Calcitriol, en el rindn tras la hidroxilacion o en la molécula de Colecalciferol estimulada por la
PTH, como se ha descrito anteriormente.

La Vitamina D tiene una accion hipercalcemiante mediante la estimulacion de la absorcion
intestinal de calcio y fosforo, y de la reabsorcion de los iones de calcio y fosfato en los tubulos
renales. Ademas favorece la mineralizacion 6sea mediante el incremento de la aposicion de
calcio en el hueso. Junto a la PTH, tiene una funcién importante en la homeostasis calcica y en
la regulacion del metabolismo fosfocalcico.

55



Ana Lourdes Luis Huertas. Tesis Doctoral

Vitamina D,

P

A

AL B P

@ \' A deposito ¥ absorcion ¥ reabsorcion

oseo Ca?' Ca?* tubular Ca?' ¥ Ca*

AR niveles ‘
Ca?* \
¥ niveles /—

Homeostasis Ca?*

Ca?
N [ o) &
Yy X e
Paratiroides v ¢ ~ Ca*
UV o~ : :
: absorcion reabsorcion
o re(ssc:g:)n ® Ca® T:ubular Ca?*

y

- dams

Vitamina D,

Figura 19. Funciones de Calcitonina (CT), Paratohormona (PTH) y Vitamina D en la
homeostasis célcica. Cuando los niveles sanguineos de Ca?" aumentan, se estimula la
liberacion de CT por las células parafoliculares tiroideas (CC), que tras actuar en sus érganos
diana (hueso, intestino y rifidn) produce una disminucién de los mismos. Al contrario, cuando
se produce una situacién de hipocalcemia, se estimula la glandula paratiroides y se libera PTH,
que a través de una accién hipercalcemiante sobre los mismos organos, restablece los niveles
de calcio en plasma. La vitamina D ejerce también predominantemente una accion
hipercalcemiante equivalente a la PTH, pero a diferencia de ésta, estimula el depésito dseo de
calcio y fosforo, favoreciendo la mineralizacion osea

4.6.4.1. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DEL HUESO. REMODELACION OSEA.

El tejido oseo, es una estructura metabdlicamente activa y dindmica, sometida continuamente a
procesos de neoformacion y destruccion (resorcion) osea. Entre sus funciones estan: |) conferir

soporte y resistencia a las cargas biomecanicas del cuerpo, 2) actuar como tampon del
metabolismo mineral y regulador del metabolismo fosfocalcico y 3) funcionar como organo
hematopoyético. Esta formado por células: osteoblastos y osteoclastos, y por una matriz
extracelular de dos tipos: la matriz organica (osteoide) y la inorganica o mineralizada que le

confiere la resistencia y dureza al hueso.

56



Introduccion

Los Osteoblastos tienen un origen mesenquimal, procedentes de unas celulas pluripotenciales
(“unidades formadoras de colonias de fibroblastos”: UFC-F), que se diferencian en osteoblastos
por la accion de hormonas, factores de crecimiento y citoquinas. Los osteoblastos a su vez
proliferan, estimulados también por factores locales de crecimiento (Insulin Growth Factor: IGF, el
mas importante) y hormonas (PTH, Vitamina D, esteroides gonadales, hormonas tiroideas,
glucocorticoides y hormona de crecimiento: GH), maduran a osteocitos (sin capacidad de
proliferacién) y finalmente mueren por apoptosis programada®*® .

Como funcidn principal, se encargan de la neoformacién 6sea a través de la sintesis de colageno
tipo |, proteoglicanos, osteocalcina y fosfatasa alcalina: principales proteinas constituyentes de
la matriz extracelular organica.

Ademas, sintetizan factores locales de crecimiento que de forma autocrina-paracrina regulan
sus propias funciones y las de la otra estirpe celular, los osteoclastos (Tabla Va), participando
también en la resorcion 6sea mediante la sintesis de colagenasas. Esta doble implicacion en la
formacion y resorcién 6sea convierte a los osteoblastos en las células clave del control del
metabolismo 6seo y de los procesos de neoformacion y resorcion osea.

Los Osteoclastos son células gigantes multinucleadas de origen hematopoyético, derivadas de
células pluripotenciales de la familia de los monocitos y macrofagos. Son los responsables de la
resorcion 6sea, mediante una accién enzimatica hidrolitica mediada por fosfatasas acidas,
colagenasas y metaloproteinasas. Estas enzimas actian por el mecanismo de la anhidrasa
carbénica que cataliza la formacién de acido carbdnico en bicarbonato e iones H*, acidificando el

medio extracelular lo que lleva a la desmineralizacion de la matriz extracelular®®,

La accion de los osteoclastos se regula principalmente por la accion de la CT y PTH, ademas de
influir otras hormonas como: estrogenos, hormonas tiroideas o glucocorticoides y otras
sustancias locales (citoquinas) (Tabla Vb).

Cuando las concentraciones de calcio disminuyen en la sangre, las glandulas paratiroides
secretan PTH que estimula a los osteoclastos y por lo tanto la resorcion 6sea. Cuando dichas
concentraciones de Ca®* aumentan, se estimula la secrecion de CT por las glandulas
parafoliculares tiroideas, inhibiéndose la resorcion ésea.

La Matriz Extracelular Organica se compone de colageno tipo | en un 90%, sustancia sobre la
que se depositan los cristales de hidroxiapatita, siendo el encargado de conferir elasticidad al
hueso. En el hueso cortical (80% de la masa oOsea), este colageno se dispone en laminas
formando cilindros concéntricos (sistema de Havers) y en el hueso esponjoso (20%), de mayor
actividad metabdlica, adquiere una disposicion trabecular.

Ademas del colageno, la matriz osteoide esta formada por las siguientes proteinas que se citan

a continuacion®*

.-Osteocalcina: su sintesis en el osteoblasto esta influenciada por los niveles de vitamina K

y D. Interviene en la formacion de hueso nuevo, por lo que sus niveles séricos son un
indicador de la actividad osteoblastica.
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-Osteonectina: forma un complejo con la fosfatasa acida y actia en la unién de colageno,
calcio e hidroxiapatita; ademas de participar en la adhesion celular junto a la
osteopontina.

.- Sialoglicoproteinas: influyen en la tasa de formacion y tamano final de las fibras de
colageno.

.-Proteoglicanos, Fosfatasa Alcalina, Fibronectina, Osteopontina, Metaloproteinasas: ejercen
una accion local en la remodelacion 6sea.

La Matriz Extracelular Inorganica (mineralizada) se compone de cristales de hidroxiapatita
formados por calcio y fésforo que se depositan sobre el osteoide.

En condiciones normales existe un equilibrio en la cantidad y disposicion de los dos tipos de
matriz extracelular dotando al hueso sano de unas caracteristicas adecuadas de elasticidad
(colageno-osteoide) y dureza (hidroxiapatita-matriz inorganica). Desequilibrios a este nivel,
pueden ocasionar en la edad pediatrica patologias 6seas opuestas, como la Osteoporosis o la
Osteogénesis Imperfecta (Ol). En la Osteoporosis, se produce un depdsito excesivo de minerales
con aumento de la rigidez y disminucion de la resistencia 6sea. Por el contrario, en la Ol se
altera la matriz osteoide con una disposicion desorganizada del colageno, disminucion de la
elasticidad y aumento de la fragilidad osea.

Remodelacion Osea

El equilibrio entre la neoformacion y resorcion oseas que en condiciones fisiologicas permite
que estos dos procesos se produzcan de forma ordenada y secuencial en tiempo y espacio
mediante “ el acoplamiento” regulado por los osteoblastos, da lugar al “remodelado 6seo”
(resorcion y neoformacion sucesivas) y a la regulacion de la masa osea, permitiendo la
renovacion de tejido 6seo.

Aunque el remodelado 6seo ocurre durante toda la vida, su actividad es mas intensa durante las
fases del crecimiento: en la infancia y adolescencia. Asi, la masa 6sea, que depende de factores
genéticos y ambientales, aumenta durante estas fases de desarrollo, estabilizindose a los 20
afos™. La maxima masa 6sea (pico de masa 6sea) se alcanza en la pubertad y se mantiene
estable hasta los 30 afios de edad, disminuyendo progresivamente hasta este momento>®?'.

En el estudio de la remodelacion ésea es necesario definir los conceptos de Modelado, Recambio
y Balance 6seos, por formar parte de este proceso:
.- Modelado éseo: crecimiento del hueso en longitud y volumen durante la época de

crecimiento del nino que finaliza con el cierre del cartilago de crecimiento de las placas
epifisarias en la edad adulta.

.- Recambio ¢6seo: volumen total de hueso que es renovado por unidad de tiempo durante
el proceso de remodelacion ésea.
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.- balance oseo: diterencia entre la cantidad de hueso destruido (resorcion) y la cantidad
de hueso formado (neoformacion) en una unidad de remodelacidn. Este balance esta
regulado por la accion de las hormonas calciotropas y por factores locales. Cuando este
balance es cero, no se producen variaciones en la cantidad de masa 6sea. En las épocas
de crecimiento el balance es positivo y a partir de los 40 anos se instaura un equilibrio
negativo con pérdida de 0,5-1% de la masa 6sea al ano, siendo constante en los varones
y con periodos de agudizacidn influenciados por factores hormonales en las mujeres

(menopausia)*’*.

En la edad pediatrica diversas situaciones patologicas (déficits nutricionales, trastornos
malabsortivos, alteraciones hormonales o tratamientos farmacolégicos) pueden derivar en un
incremento de la resorcién &sea con balances oOseos negativos, pérdida de masa oOsea y
Osteoporosis como resultado final*** 7> 24,

Esta regulacion de la remodelacion 6sea y por lo tanto de la cantidad de masa 6sea depende,
como se ha comentado anteriormente, de una correcta regulacion hormonal del metabolismo
fosfocalcico por las hormonas calciotropas, asi como por los esteroides gonadales (disminuyen
el recambio 6seo), hormonas tiroideas (lo estimulan), hormonas suprarrenales, insulina o la
hormona de crecimiento (GH). Pero ademas en este equilibrio, participan también sustancias
locales (citoquinas) que influyen sobre las acciones de osteoblastos y osteoclastos, en
ocasiones, también como en el caso de las hormonas, a ambos niveles balanceando Ila
remodelacién ésea hacia la formacion o destruccién de hueso®”?>?"’ (Tabla Vb).

Por ultimo, factores fisicos relacionados con la carga mecanica que soporta el hueso también se
han demostrado reguladores de la remodelacion osea; situaciones que conllevan un aumento
de la carga mecanica favorecen la formacion 6sea (actividad fisica, crecimiento) y al contrario,

situaciones de inmovilizacion prolongada la inhiben™®,

El estado de remodelacion 6sea y por lo tanto del balance 6seo, se puede valorar de forma
indirecta mediante la deteccion y medicion de determinadas sustancias en plasma u orina
(“marcadores"), que participan en los fendmenos de neoformacién y resorcion y en las que se
producen variaciones de sus niveles séricos en funcion del predominio de uno sobre otro
proceso”® ?°. Con el objetivo de conocer sus valores normales en nifios sanos, se han
realizado en nuestro pais estudios sobre poblaciones sanas en distintos grupos de edad (< 4
anos; 4-10 anos y 10-14 anos) en funcion de los patrones habituales de alimentacion en esta
época de la vida, de la evolucion de la densitometria dsea a lo largo de la infancia y del

desarrollo puberal, en estrecha relacién con la mineralizacion 6sea®.
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Negativo (LC)
Positivo (LP)

Vitamina D + Positivo
---_
Positivo
____
Corticoides Negativo
____
Noresteroides Positivo

Tabla Va.-Regulacion hormonal de la remodelacion dsea. Se resumen las acciones de cada
hormona sobre osteoclastos y osteoblastos, representando su activacién con signo (+) y su
inhibicion con signo (-). Se puede observar la doble accién de algunas hormonas sobre la
resorcion y neoformacion o6sea, resultando en un balance final positivo o negativo en funcion
del predominio sobre una de estas dos funciones. También el tipo de liberacién hormonal
:continua (LC) o pulsatil (LP), produce efectos contrarios sobre el balance final en la
remodelacion 6sea.

IL-1

- Estimulacion de osteoclastos
IL-4

Inhibicion de osteoclastos -
IL-18

TNF-o, 7T sintesis IL-1/IL-6

M-CSF/GM-CSF Estimulaciéon de osteoclastos

Tabla Vb.- Efecto local de las citoquinas sobre los procesos de resorcion y neoformacion
durante la remodelacion osea. IL. Interleuquina;TNFea : factor de necrosis tumoral alfa. FLI :
factor leucémico inhibidor. INFy: interferon gamma. M-CSF: factor estimulante de colonias de
macroéfagos. GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos.
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El conocimiento de estos valores de referencia ( labla VI) resulta una herramienta muy util en la
practica clinica ya que permite valorar el estado de la mineralizacion 6sea de la poblacion
infantil en situacion de riesgo de padecer osteopenia /osteoporosis, siendo su monitorizacion,

una medida preventiva muy util en estos casos vulnerables*”.

Marcadores de formacion osea:

.-Fosfatasa Alcalina (FA): enzima secretada por los osteoblastos, pero no es especifica
(también en hepatocitos, células intestinales y renales). En los ninos el 80% procede del
hueso. Es posible la deteccion de la FA 6sea especifica en suero.

.-Osteocalcina: proteina no colagena presente en el hueso, dentina y otros tejidos
mineralizados. Se sintetiza por los osteoblastos y condorcitos de la matriz 6sea del
hueso. Ritmo circadiano en la produccion y liberacion: cuantificaciones séricas
matutinas.

~PICP (Propéptido Carboxiterminal del Procolageno |): precursor del colageno tipo I,
sintetizado por el osteoblasto en la matriz organica ésea. Se encuentra libre en el
liquido intersticial y en la sangre. Medicion sérica.

.~PINP (Propéptido Aminoterminal del Procolageno tipo I): precursor del  procolageno
tipo |. Medicion sérica.

Marcadores de resorcion osea:

~ICTP (Telopéptido Carboxiterminal del Colageno tipo I): producto de degradacion del
colageno tipo I. Medicion en suero.

~-Ntx (N- Telopéptido Del Colagneo Tipo I): producto de degradacion del colageno tipo
I. Medicion en suero y orina.

.-Hidroxiprolina: aminoacido no esencial, componente de las proteinas del colageno
(constituyen un 10% de las moléculas de colageno) del hueso y del tejido conjuntivo.
Tras la degradacion del colageno durante la resorcion osea, se libera con la orina. Su
excrecion urinaria esta influida por la dieta por lo que debe hacerse una dieta exenta de
gelatinas las 48h previas a su medicion urinaria.

.- Piridolina: aminoacido ciclico que forma puentes de unién molecular para la
estabilizacion de las fibras de colageno de la matriz extracelular 6sea. Se libera en forma
libre (40%) o unida a proteinas (60%) durante la resorcién osea y es eliminada por via
urinaria, con la ventaja con respecto a la hidroxiprolina de que no depende de factores
dietéticos.

.- Calcio urinario (calciuria): aumenta cuando se destruye la matriz 6sea
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Parametros de aposicién ése

Osteocalcina (ng/ml) 17,424 6118 15.128 7,206 17,696 9,943

Parametros de resorcion ésea

Hidroxiprolina (mg/l) 150,474 107,097 182,027 136,972 201,847 94,342
Piridolina (nmolll) 910,358 767,098 959,419 697,898 105823 382,773

TablaVl. - Marcadores de remodelado 6seo en una poblacién de nifios sanos (Manjon Llorente, 2004 279)

Como puede observarse, tanto los marcadores de aposicion como los de resorcion osea se
encuentran elevados durante los 4 primeros afnos de la vida, lo que evidencia un importante
recambio éseo en esta etapa. Los parametros de aposicidn se mantienen practicamente
estables durante la infancia (el propéptido C terminal disminuye ligeramente entre los 4y 10
anos) y comienzan un incremento constante y progresivo desde los |0 afios hasta la pubertad,
lo que traduce un predominio de la neoformacion y mineralizacion 6sea en esta etapa de
crecimiento.

Por el contrario, los niveles de hidroxiprolina y piridolinas urinarias, descienden a partir de los
4 anos de forma constante, mostrando una correlacion negativa con la edad e indicando una
disminucion de los fenémenos de resorcion 6sea durante el crecimiento.

Se ha demostrado ademas, que los marcadores de resorcion 6sea muestran una correlacion
negativa con el peso y por lo tanto con el IMC, sin haberse podido demostrar una correlacion
positiva entre éste y los parametros de aposicion osea.
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7547 OS TEOPOROSIS EN TA POBLCACION PEDIATRICA.

La osteoporosis es una enfermedad osea sistémica caracterizada por la disminucion de la
cantidad de masa 6sea, alteracion de la microarquitectura del hueso y aumento de su fragilidad

y, por lo tanto, del riesgo de fracturas®®.

Para alcanzar un adecuado pico de masa 6sea en la edad adulta es fundamental obtener una
masa 6sea adecuada durante la fase de crecimiento en la infancia. Alteraciones en cualquiera de
los factores que regulan la masa o6sea (genéticos, ambientales nutricionales, hormonales o
fisicos) durante la época de crecimiento, pueden interferir en la consecucion de este pico de
masa Osea, dando lugar a situaciones de osteopenia u osteoporosis en la infancia, adolescencia
o, més a largo plazo, en la edad adulta”* %" %,

Poblacién pedidtrica de riesgo para desarrollar osteoporosis:

.- Alteraciones Genéticas: cromosomopatias (Sindromes de Turner, Klinefelter y Down),
enfermedades del colageno (Osteogénesis Imperfecta, trastorno en la formacién del
colageno tipo | y causa mas frecuente de osteoporosis hereditaria); o enfermedades
metabolicas.

.- Problemas nutricionales: enfermedades malabsortivas con disminucion en la absorcion
de calcio, fosforo o vitamina D; enfermedades croénicas; situaciones de malnutricion
cronica (anorexia nerviosa, dietas restrictivas).

.-Trastornos hormonales: déficit  de GH, hipogonadismos, diabetes,
hipo/hipertiroidismo, hipo/hiperparatiroidismo.

.-Farmacos: glucocorticoides, anticomiciales, quimioterapicos, etc..

.- Actividad fisica inadecuada: tanto el ejercicio fisico intenso, como el sedentarismo o las
imovilizaciones prolongadas.

Prevencién y Tratamiento:

El mejor tratamiento de la osteoporosis es su prevencion durante la infancia y la adolescencia
mediante una adecuada ingesta de calcio, vitamina D, y la realizacion de ejercicio fisico. El aporte
diario de calcio recomendado en la infancia varia en funcion de la edad (Tabla VII). Las
necesidades diarias de vitamina D (100 Ul en nifios sanos), se aportan en gran medida con la
exposicion solar, pero es aconsejable la administracion de suplementos de vitamina D durante la
lactancia (200 Ul/dia), ya que su Unico alimento, la leche, es rica en calcio, pero pobre en
vitamina D. Aportes mayores son necesarios en prematuros o en nifos con patologias o
factores de riesgo para el desarrollo de osteopenia u osteoporosis.

Para el tratamiento de la osteoporosis, se dispone de distintos firmacos como la Calcitonina, la
PTH (a dosis bajas e intermitentes tienen un efecto anabolizante que incrementa la DMO) o el
Fldor, ampliamente utilizados en adultos, pero sin indicacion aun en la poblacion pediatrica por
la potencias aparicion de efectos secundarios tras tratamientos cronicos, demostrados en
animales de experimentacion® 2%,
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La Hormona de Crecimiento (estimulante de los osteoblastos) y mas aun, los Bifosfonatos
(inhibidores de la resorcion osea) son los dos tratamientos principales en el tratamiento de la
osteoporosis infantil. El tratamiento con Hormona de Crecimiento esta indicada en pacientes
con osteoporosis y déficit de GH, en el Sindrome de Turner, en situaciones de insuficiencia
renal cronica o en la Osteogénesis Imperfecta.

Los Bifosfonatos son analogos sintéticos del pirofosfato inorganico (inhibidor de la formacion y
agregacion de los cristales de fosfato calcico), se fijan a los cristales de hidroxiapatita e inhiben la
resorcion osea inhibiendo a su vez a los osteoclastos. Estan indicados en el tratamiento de la
osteoporosis y de la Osteogénesis Imperfecta.

0-6 meses 210 mg/dia
7-12 meses 270 mg/ dia
[-3 afios 500 mg/dia
4-8 anos 800 mg/dia
9 afos-adolescencia 1200-1500 mg/dia

Tabla VII- Necesidades de calcio en la poblacion pediatrica.

Diagnéstico De Osteoporosis En La Poblacion Pedidtrica:

El diagnostico de Osteoporosis se realiza mediante la cuantificacion de la masa dsea a través de
técnicas de densitometria ésea; con el calculo absoluto del Contenido Mineral Oseo (gramos
de hidroxiapatita); y con medidas relativas a la superficie o volumen explorados: Densidad
Mineral Osea (DMO) y Densidad Mineral Osea Volumétrica (DMO), respectivamente®?* ***,

La Densidad Mineral Osea (DMO) es el contenido mineral en el area proyectada (g/cm?) y es la
medida mas utilizada en la clinica. Con la relativizacion del contenido mineral 6seo respecto al
area estudiada, se disminuye en gran medida la influencia de las diferentes alturas sobre el
CMO.

La Densidad Mineral Osea Volumétrica (DMOV): es el contenido mineral 6seo respecto al volumen
de la regién estudiada (g/lcm’). Como las estructuras éseas medidas son tridimensionales, el
CMO depende exactamente del volumen de la zona explorada y éste a su vez de su altura y
por lo tanto de la talla del individuo. Por eso, los valores densitométricos hay que comparalos
con sujetos de edades y tallas similares en la poblacion pediatrica.,a DMOv no suele utilizarse
en la practica por la mayor dificultad para el calculo del volumen, por lo que las medidas de
CMO se relacionan con la superficie vertebral, mas precisa; dandose los datos de masa osea
en DMO (g/cm?) habitualmente. Ademas se ha demostrado en mdltiples estudios una buena
correlacién entre los resultados de DMO, y DMO** %,
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La tecnica de eleccion para el diagnostico de OUsteoporosis en la poblacion infantil es la
Densitometria Osea de doble energia (DEXA). Es una técnica de imagen no invasiva, con un
alto indice de reproductibilidad (99%), corto tiempo de exposicion (3-5 minutos), minima dosis
de radiacion (0,002% del limite anual establecido para la poblacién) y elevada sensibilidad para
valorar tanto el hueso cortical como el trabecular. Su principio fisico se basa en la capacidad de
atenuacion de una fuente de energia al atravesar el hueso, que es proporcional al contenido
mineral de la matriz extracelular. Sobre esta base fisica y con la combinacion del analisis
cuantitativo, la estadistica y la imagen, esta técnica permite la obtencién de datos de masa 6sea.

La densitometria cuantifica la densidad de los depdsitos minerales 6seos que condiciona sus
propiedades mecanicas. De esta forma, valora de forma indirecta la resistencia del esqueleto
o0seo y el riesgo de fracturas, habiéndose convertido en las dos ultimas décadas en la
herramienta fundamental no sélo para el diagnostico de osteoporosis sino también para su
seguimiento evolutivo y la monitorizacion de su tratamiento.

En funcion de la fuente energética utilizada y de la superficie corporal medida, se han ido
desarrollando distintas técnicas de Densitometria Osea (ver esquema), basadas todas ellas en
las primeras ideadas por Cameron y Soren en 1963 en las que se utilizaba una Unica fuente
emisora de rayos gamma (“monoenergéticas”), que tenian como inconveniente la distorsion de
la medicién mineral 6sea cuando la fuente energética interaccionaba con tejidos blandos.

Con el paso del tiempo y los avances tecnologicos, estas técnicas monoenergéticas se han
sustituido por sistemas de doble energia que permiten la correccion de la variacion del grosor
de los tejidos blandos; y las fuentes emisoras isotopicas por generadores de rayos X, lo que ha
dado lugar a la “Absorciometria Radiolégica de Doble Energia” (DEXA), técnica utilizada en la
actualidad.

En funcion del area explorada, la densitometria puede ser Corporal Total (también denominada
Central o Axial) o localizada en algun area especifica (Periférica), habitualmente en la columna
lumbar o extremidades. Las dos zonas de mayor rendimiento diagndstico son el tercio superior
del fémur (cuello, triangulo de Ward y trocanter) y la columna lumbar (la mas utilizada en la
poblacién pediatrica) por contener mayor proporcion de hueso trabecular, con mayor grado de
recambio 6seo y mas sensible a los cambios metabolicos que el hueso cortical.

Pruebas de imagen para el estudio de masa 6sea

Contenido Mineral Oseo Corporal Total
Absorciometria Radioldgica de Doble Energia (DEXA)

2.- Contenido Mineral en Regiones Especificas

Fotodensitometria Radioldgica

Absorciometria Radiologica de Doble Energia (DEXA)
Axial (Columna Lumbar)
Periférica (Fémur)

Ultrasonidos

Tomografia Computarizada
Columna
Antebrazo
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La region lumbar preferida y mas empleada por su mayor reproductibilidad es la que
corresponde a las cuatro primeras vértebras lumbares (L,-L,) en la proyeccion posteroanterior.
Si se produce algun artefacto sobre alguna de ellas, se debe descartar del estudio,
considerandose valida la densitometria de columna lumbar cuando se pueden estudiar al menos

dos vértebras?®,

Se han elaborado distintos estudios sobre la evolucion de la densidad de masa 6sea mediante
densitometria 6sea lumbar (DEXA) en la infancia y adolescencia, tanto en poblaciones sanas
como patologicas, o con riesgo de osteoporosis, observandose la misma tendencia que con los
marcadores de remodelado éseo con adquisicion 6sea méxima al final de la pubertad®®”.
Caben destacar los publicados por Carrascosa y colaboradores durante el periodo 1998-2000,
en los que se establece el patron de adquisicion de masa 6sea de una poblacion sana de edades
entre 3 meses y 20 afios?>2**?_ Estos han permitido la obtencion de valores de referencia para
la interpretacion de los resultados obtenidos en las pruebas densitométricas.

De este modo, en la practica clinica, los resultados de las densitometrias realizadas se ofrecen
segun las puntuaciones T-score y Z-score. La puntuacion T-score (indice T-score) utilizada en
adultos, se corresponde con la comparacion del valor obtenido respecto al valor medio
maximo tedrico alcanzado en el momento de mayor madurez 6sea (pico de masa osea). La
desviacion estandar es la medida de dispersion utilizada para cuantificar la variabilidad
(variacion) con respecto al valor tedrico (de la poblacion de referencia). Asi, el indice T es la
diferencia en numero de DE con respecto al valor del pico de masa 6sea.

La puntuacion Z-score (indice Z), es la medida utilizada durante la infancia y la pubertad. En la
medida en que la DMO depende de la edad, talla y estadio puberal, la puntuacion Z-score
supone la comparacion con respecto al valor medio de la poblacion de similar edad y sexo que
el paciente explorado. El indice Z-score es la diferencia en DE con respecto al valor de masa
osea de referencia para esa edad y sexo segun patrones establecidos para ninos sanos.

En funcion del grado de afectacion osea y riesgo de fractura (aumento del riesgo relativo de
fractura de 1,5 a 2,5 veces por cada disminucion de | DE en la DMO con respecto a la
poblaciéon de referencia), la OMS definid en el aho 1994 cuatro categorias de afectacion osea
para la poblacién adulta, definidas segtn el indice T-score:

Exploracion Normal: T-score: superior a -1 DE.

Osteopenia: puntuacion T entre -1 DE y -2,5 DE
Osteoporosis: T inferior a -2,5 DE.

Aunque no se han establecido especificamente criterios de osteopenia y osteoporosis en los
ninos, se utilizan los mismos criterios que en adultos para el Z-score.
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4.7. EL CORAZON Y LOS GRANDES VASOS. LA CN CARDIACA.

El aparato cardiovascular es el primer sistema importante en comenzar a funcionar en el
embrion, que debido a su rapido crecimiento no puede satisfacer sus necesidades nutritivas y
de oxigeno solo por difusion. Necesita pues de un sistema que le aporte oxigeno y nutrientes
de una forma mas eficaz desde la sangre materna y que le permita también eliminar mejor los
productos de desecho. A continuacion se describen los principales hitos del desarrollo
cardiovascular en base a la informacion contenida en los textos de Larsen y Moore ** > al
respecto.

4.7.1. EL CORAZON:
El corazén se forma en la tercera SDG a partir de varias estructuras:

a) mesodermo esplacnico: forma el primordio del corazén.
b) mesodermo paraxial y lateral: en la region cercana a las placodas oticas.

c) células de la CN: La CN Cardiaca.

El primer indicio del corazén se forma a partir de unos cordones angioblasticos en el
mesodermo cardiogénico (mesodermo esplacnopleural) del extremo cefilico del disco
embrionario en la 3* SDG. Estos cordones se canalizan y transforman en dos tubos cardiacos
endocardicos que, coincidiendo con el plegamiento embrionario, se fusionan en direccion
craneocaudal para originar el corazon tubular primitivo en respuesta a las senales del
endodermo subyacente. Este corazon primitivo ya empieza a latir en la cuarta SDG.

Hacia las 21 semanas, este tubo se divide en dos cavidades: el surco bulboventricular y el surco
auriculoventricular (Figura 20). El miocardio se forma por el revestimiento del mesodermo
esplacnopleural y el epicardio por células mesoteliales que migran desde la superficie externa
del seno venoso y revisten el miocardio. Aproximadamente en la 23* SDG se produce el
plegamiento cardiaco asociado al plegamiento lateral y cefalico del embridn. De esta forma, la
cavidad pericardica y el corazén se situan ventralmente al intestino anterior y caudal con
respecto a la membrana bucofaringea. A medida que el corazén se alarga y se va plegando
adquiere forma de “S” y desarrolla una serie de dilataciones y constricciones:

- El tronco arterioso (conotronco?): se continlia a nivel craneal con el saco aértico,
del que surgen los arcos aorticos.

- El bulbo cardiaco.

- Ventriculo.
- Auricula.

- Seno _venoso: recibe las venas vitelinas (desde el saco vitelino), las venas
umbilicales (desde el corion) y las v.cardinales (desde el embrion).
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Figura 20.- Vistas ventrales del corazén primitivo durante su desarrollo embrionario a
partir del 21 dia de gestacion. (A) La fusion de los dos tubos endocardicos desde la region
craneal, forma el tubo cardiaco primitivo que queda dividido en dos cavidades iniciales por los
surcos bulboventricular y auriculoventricular. (B) Division del tubo cardiaco en las regiones
primitivas, precursoras de las camaras cardiacas del corazén adulto tras el plegamiento
cardiaco. Modificado de Larsen, 2003 2'5.

Otros hitos importantes en el desarrollo cardiaco son la tabicacion auricular y division del canal
auriculoventricular comun primitivo, que suponen el primer paso en la separacion de las
circulaciones pulmonar y sistémica, y que comienzan ya en la 4* SDG. Para la division de las
auriculas se forman los dos septum, primum y secundum, que se fusionan progresivamente,
aunque mantienen aperturas (ostium secundum y foramen oval) que permiten la derivacion
sanguinea derecha-izquierda durante todo el embarazo dentro del patron circulatorio fetal.

La division del canal auriculoventricular (AV) se produce por el crecimiento de tejido
endocardico de la periferia de éste, dando lugar a las “almohadillas endocardicas”, que se
fusionan a finales de la 6° SDG en el denominado septum intermedium, que divide al canal AV en
los canales auriculoventriculares derecho e izquierdo.

La tabicacion de los ventriculos coincide con la division de los tractos de salida en aorta
ascendente y tronco de la arteria pulmonar y el desarrollo de las valvulas cardiacas. La division
ventricular comienza a finales de la 4*° SDG con el crecimiento muscular desde el surco
bulboventricular en direccion cefalica. Se detiene tres semanas después antes de que su borde
libre contacte con el septum intermedium para permitir la conexion del ventriculo izquierdo con
el tracto de salida ventricular. Esta formacidn del tabique interventricular coincide con el
engrosamiento muscular de cada ventriculo y la formacion de las trabéculas o crestas miocdrdicas,
que conectaran el tabique interventricular con las futuras valvulas cardiacas.

Otros acontecimientos controlados por la CN en la morfogénesis cardiaca, son la division del
bulbo cardiaco y el tronco arterioso durante la 5 SDG, proceso que dara lugar a la division de
los tractos de salida en aorta ascendente y tronco de la arteria pulmonar (Figura 20). Esta
division se produce a través de proyecciones troncoconicas de disposicion en espiral que
comienzan en el extremo inferior del tronco arterioso con crecimiento superior e inferior,
hasta fusionarse con la almohadilla endocardica inferior y con el tabique muscular
interventricular y completar asi la separacion de los ventriculos derecho e izquierdo.
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4.7.2. LOS VASOS SANGUINEOS. EMBRIOGENESIS:

Comienzan a formarse a principios de la 3* SDG a partir del mesodermo esplacnopleural, y su
desarrollo es diferente en el mesodermo extraembrionario que en el embrion. En el primero, la
angiogénesis comienza el 17° dia de gestacion en el mesodermo esplacnopleural del saco
vitelino con la formacion de agrupaciones de células mesodérmicas, los “islotes sanguineos”.
Estos islotes estan formados por dos tipos de células precursoras: los hemoblastos (se
diferencian en las primeras células sanguineas embrionarias) y las células endoteliales (futuro
endotelio de los vasos sanguineos). Estos precursores vasculares se alargan y establecen
comunicaciones creando una red vascular inicial que irriga el saco vitelino, el pediculo de
fijacion y las vellosidades corionicas del embrion al final de la 3* SDG.

Los vasos sanguineos del disco embrionario comienzan a formarse un dia después a partir del
mesodermo esplacnopleural. Gracias a la secrecion de algunas sustancias inductoras por el
endodermo, algunas células del mesodermo se diferencian en angioblastos, que se
transformaran posteriormente en células endoteliales planas que confluyen para formar
pequefas vesiculas: “los angiocistos”®”’. A su vez éstos se unen formando largas estructuras
vasculares, los cordones de angioblastos, que se distribuyen y confluyen por toda la superficie
del disco embrionario para formar los “plexos angioblasticos”, es decir, la red inicial del sistema
circulatorio del embrion.

4.7.3. EL SISTEMA ARTERIAL:

Los arcos aorticos son las arterias originarias que irrigan los arcos faringeos y que daran lugar a
los vasos de la cabeza y el cuello. Aparecen conforme se desarrollan los arcos faringeos en la 4*
SDG. Son cinco pares de arterias que atraviesan de forma transversal los arcos faringeos y
desembocan en dos arterias de mayor calibre que recorren longitudinal y dorsalmente el
embridn: las aortas dorsales derecha e izquierda.

Ventralmente, las arterias de los arcos aorticos se forman a partir del saco adrtico, una
prolongacion cefdlica del truncus arteriosus. Estos arcos aorticos se suceden en direccion
cefalocaudal y forman una malla de arterias alrededor de la faringe.

El primer par de arcos aorticos aparece el dia 24 y regresa cuando aparece el segundo dos dias
después. Los arcos adrticos 3° y 4° se forman el dia 28. En la tercera y cuarta semana se van
desarrollando los siguientes arcos aorticos a la vez que van despareciendo los dos primeros.
Los vasos derivados de los tres primeros arcos son bilaterales y simétricos, mientras que los
derivados de los arcos 4° y 6° son asimétricos (Figura 21).
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Asi, las arterias del primer arco desaparecen casi por completo salvo unos pequefos restos que
formaran parte de las arterias maxilares, que irrigan los oidos, dientes y musculos oculares y
faciales. También desapareceran las del segundo arco, salvo unos vestigios que formaran parte
de la arteria del estribo. Del tercer arco aértico se originaran la arteria carotida comdn y la
porcion proximal de la carétida interna. La porcion distal de la carétida comin se fusiona con la
aorta dorsal y forma la region distal de la cardtida interna. La arteria caroétida externa surge
como un brote de la cardtida interna.

El cuarto arco aortico derecho formara el origen proximal de la arteria subclavia derecha y la
region del saco aortico conectada con esta cuarta arteria adrtica derecha dara lugar al tronco
braquiocefilico. La subclavia distal procede de la aorta dorsal derecha y la séptima arteria
intersegmentaria (rama de la aorta dorsal derecha). En el lado izquierdo, el cuarto arco aédrtico
dara lugar al arco adrtico y a la porcion mas proximal de la aorta descendente. La séptima
arteria intersegmentaria izquierda (rama de la aorta dorsal izquierda) formara la subclavia
izquierda.

El sexto arco adrtico derecho proximal persiste como arteria pulmonar derecha proximal. La
zona distal involuciona. La porcidn proximal del izquierdo origina la parte proximal de la
pulmonar izquierda. Su region distal forma el conducto arterioso, comunicacion arterial entre la
arteria pulmonar izquierda y la aorta dorsal.

Durante la 4* SDG las dos aortas dorsales se fusionan a nivel del cuarto segmento dorsal hasta
el cuarto lumbar formando una sola aorta dorsal en la linea media. La aorta dorsal derecha
degenera en la 7* semana, excepto su union al 4° arco aodrtico para la formacion de la arteria
subclavia derecha como se ha comentado anteriormente.

La aorta dorsal irriga el tracto gastrointestinal a través de ramas supradiafragmaticas para la
vascularizacion del esofago y otras infradiafragmaticas para la de los distintos organos
abdominales a través de las arterias vitelinas (ramas ventrales que forman el tronco arterioso y
las arterias mesentéricas superior e inferior) y ramas laterales para la vascularizacién de las
glandulas suprarrenales, rinones y las gonadas. Ademas, origina las arterias intersegmentarias
(ramas posterolaterales) desde la regidn cervical hasta la sacra.

A nivel cervical se fusionan para formar la arteria vertebral. A nivel toracico formaran las
arterias intercostales y en la zona lumbar originaran las arterias lumbares y la iliaca comun. Las
arterias intersegmentarias de la regidn sacra dan lugar a las arterias sacras laterales vy,
finalmente, el extremo caudal de la aorta dorsal se convierte en la arteria sacra media. También
a nivel caudal forma las arterias umbilicales, que llevan sangre poco oxigenada y productos de
desecho desde el embrion a la placenta y que en la vida postnatal formaran las arterias vesicales
superiores y los ligamentos umbilicales mediales.
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Figura 21.- Esquema en el que se representa el desarrollo arterial de la region
cervicotoracica. Como puede verse, la gran parte de los arcos aérticos |°y 2° degeneran
(region punteada). El tercer arco adrtico forma las arterias carotidas comun e interna
derechas e izquierdas de forma simétrica. Los arcos adrticos 4° y 6° originan un sistema
arterial asimétrico para formar la region proximal de la arteria subclavia derecha, el arco
aortico, aorta proximal, tronco pulmonar y conducto arterioso. En la figura (A) se representa
con asterisco (*) la division parcial del tronco arterioso en aorta y arteria pulmonar.
Modificado de Moore, 2004 32
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4.7.4. EL SISTEMA VENOSO

Embriologicamente, el sistema de retorno venoso cardiaco (polo venoso o “tracto de entrada”)
se compone de varias estructuras anatoémicas, procedentes embriologicamente de las astas
sinusales derecha e izquierda. Estas estructuras incluyen la porcion miocardica proximal de las
venas cava superior derecha y cava inferior, el seno coronario y el sinus venarum.

El drenaje venoso del embrion se realiza a partir de tres sistemas principales (Figuras 22 y 23):

I) Las venas vitelinas que drenan la sangre procedente del tracto gastrointestinal.
Dan lugar al sistema porta, la vena mesentérica superior y la porcion suprahepatica
de la vena cava inferior (VCI). Las conexiones vitelinas derecha-izquierda que no
desaparecen forman la vena esplénica y la vena mesentérica inferior.

2) Las venas umbilicales, que transportan sangre oxigenada desde la placenta. La
vena umbilical derecha involuciona y persiste la vena umbilical izquierda, que se
transforma en el conducto venoso e involuciona tras el nacimiento en el ligamento
Venoso.

3) Las venas cardinales, que drenan las regiones de la cabeza y cuello (venas
cardinales anteriores) y el tronco (venas cardinales posteriores).

Estos tres sistemas drenan al seno venoso y aunque en un principio son bilaterales y simétricos,
sufren también una remodelacion posterior. Asi, las venas cardinales anteriores dan lugar a las
venas cervicales y toracicas superiores y las posteriores forman las venas iliacas, hipogastricas,
la vena sacra media y la cava inferior a través de las venas sub y supracardinales. Estas Gltimas,
surgen de la transformacion de las venas cardinales posteriores como dos pares simétricos de
venas en posicion mas medial que establecen conexiones entre si.

Las venas subcardinales drenan estructuras retroperitoneales, fundamentalmente los rinones,
las glandulas suprarrenales y las gonadas. La vena subcardinal derecha origina el segmento
prerrenal de la VCI. La porcidn longitudinal de la vena subcardinal izquierda degenera, excepto
las conexiones de ésta a la derecha que forman la vena renal izquierda y vena gonadal izquierda.
El segmento renal de la VCI se forma por la anastomosis de las venas subcardinal y
supracardinal en ese nivel.

Las venas supracardinales se encargan del drenaje de la pared corporal a través de las venas
intercostales segmentarias. La vena supracardinal derecha origina la VCI posrenal. La porcion

mas inferior de la vena supracardinal izquierda se oblitera.

En la region toracica, las venas supracardinales forman las venas Acigos (derecha) y Hemiacigos
(izquierda), que desembocan en el corazon a través de la vena cava superior.

72



Introduccion

vena cardinal
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vena vitelina izquierda
vena umbilical izquierda

vena cardinal posterior
izquierda

Figura 22 - Sistema venoso en el embrion de 28 dias representado por las venas cardinales
anteriores y posteriores, venas vitelinas y venas umbilicales, que se disponen simétricamente
en ambos lados corporales. Corte sagital. Larsen, 2003 215.

v. cardinal anterior
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v.iliaca externa izda
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Figura 23.- Dibujos en cortes sagitales de embriones humanos que representan el desarrollo del sistema venoso durante el 2° mes de
gestacion. A: embrion de 35 dias. Las V.Cardinales Anteriores (que drenan las regiones de la cabeza, cuello y torax superior) y Posteriores
(que se encargan del drenaje del tronco) vy las V.Subcardinales ( encargadas fundamentalmente del retorno venoso desde los érganos
retroperitoneales) se disponen segin un patron simétrico a ambos lados corporales del embrion. B: embrion de 50 dias. El sistema venoso
sistémico esta formado por los tres pares de venas: Cardinales, Subcardinales y Supracardinales, que daran lugar a las venas sistémicas
definitivas. Las Venas Supracardinales vehiculizan el retorno venoso de la pared corporal a través de las venas intercostales, V. Acigos y
Hemiécigos. VCI': porcién subcardinal de la vena cava inferior. Tomado de Larsen, 2003 2'*
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Las venas cardinales anteriores drenan en un principio en las astas sinusales. Pronto, el asta
sinusal izquierda degenera para quedar en la vena oblicua de la auricula izquierda que drena la
sangre de la auricula izquierda en el seno coronario, que deriva a su vez del asta sinusal
derecho. Las venas cardinales anteriores dan lugar a las yugulares internas, y las yugulares
externas se forman a partir de plexos capilares de la cara. La vena cardinal izquierda pierde su
conexion con el corazén y se conecta con la vena cardinal anterior formando la vena
braquiocefilica izquierda, que drena el territorio craneocervical izquierdo. La vena subclavia
izquierda se forma por plexos venosos del miembro superior y desemboca en la vena cardinal
anterior izquierda. El pequeno segmento de la vena cardinal derecha entre ambas venas
braquiocefalicas y la auricula derecha es la vena cava superior (Figura 24).

- '\\
v.braquiocefalica izda
i
\ & — L asta sinusal izda
vcs i S 6 7 \
; 7 N
. \ \_ V.subclavia
vel R LA \
(porcion vitelina) v A — \
e F & A \
v. hepatica AL : . \
P . )| :V\‘ . +~ w.cardinal posterior *
vci 5 > \ \\ " 3
\ \YS . 4
\ N Sa \ v.supracardinal toracica
ver —\ $ / izda
,& , S iliaca interna
ver* Y f v. iliaca externa

VCl =
(vitelina)

ver™ -V. azigos

L v. renal izda

=~ v. gonadal izda

VCI': porcién subcardinal de la VCI
VCI™: porcién supracardinal de la VCI
VCI™: porcién cardinal posterior de la VCI

Figura 24.- Desarrollo del sistema venoso en el embrion humano (56 dias de gestacion) en el
que se observa la transformacion del patréon venoso simétrico inicial en el definitivo asimétrico
por la regresion de segmentos venosos de las venas Cardinales, Subcardinales y Supracardinales
En el recuadro de la derecha se muestra el sistema venoso definitivo del periodo postnatal.
Puede observarse la formacion de la V.Cava Inferior a partir de los tres sistemas venosos en sus

difrerentes tramos. VCI: V.Cava Inferior. Tomado de Larsen,200.
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Debido a la falta de regresion de determinados segmentos venosos durante el desarrollo
embrionario, se pueden producir malformaciones, siendo las mas destacadas las citadas a

continuacion:

e Vena Cava Inferior Doble: por falta de regresion de la porcidon caudal de la vena
supracardinal izquierda. La sangre drena en la VCI derecha a través de la vena renal

izquierda o a través de la hemiacigos.

e Ausencia del segmento hepdtico de la VCI: Se forma cuando la vena subcardinal
derecha no establece conexion con el higado y desvia la sangre directamente hacia
la vena supracardinal derecha, con la consecuente atrofia de este segmento. La
sangre venosa retorna por la anastomosis supracardinal (sistema Acigos en el
humano). Se asocia frecuentemente con otras anomalias cardiacas y con el

sindrome de poliesplenia.
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e Vena Cava Superior Doble: No regresa la vena cardinal anterior izquierda y
mantiene su conexién con el corazén. Es la anomalia venosa toracica mas frecuente
con una prevalencia del 0,3% en la poblacion general. Suele ser asintomatica,
excepto en aquellos casos en los que drena de forma anémala a la auricula izquierda
o si se asocia a otras malformaciones cardiacas.

e Vena Cava Superior Izquierda: persistencia de la vena cardinal anterior izquierda y
obliteracion de la vena cardinal comin y de la porcién proximal de las venas
cardinales anteriores del lado derecho.

4.7.5. EL SISTEMA CARDIOVASCULAR EN LA RATA. DIFERENCIAS
EMBRIOLOGICAS Y ANATOMICAS »s»

El desarrollo embrionario cardiaco y arterial es similar al descrito en el humano. El corazén
comienza su desarrollo en la region anterior del embrion una vez finalizado el periodo de
gastrulacion, como un engrosamiento celular en la zona de la futura region pericardica en la
cavidad celomica intraembrionaria (Theiler Stage o TS 10/11). Este grupo de células forman la
placa cardiogénica, que se diferenciara en un futuro en el miocardio .

Subyacente a ésta, otro conglomerado de células endoteliales se diferencian para formar dos
estructuras tubulares: el tubo endocardico cardiaco derecho e izquierdo, que al igual que en el
humano, se fusionan en la linea media en un tubo Unico embebido en una matriz de gelatina
cardiaca (TS 12). También como en el embrion humano, el plegamiento del embridn producira
asi mismo un plegamiento progresivo de este corazon primitivo que se recubre de las células de
la placa cardiogénica. Este tubo cardiaco queda formado por lo tanto por una capa celular
interna de origen endotelial: el endocardio; y otra mas externa originada en la placa
cardiogénica: el miocardio; quedando globalmente suspendido, ventralmente al intestino
anterior por una region de mesenterio: el mesocardio dorsal (TS 12) (Figura 25).

El primordio cardiaco, presenta una disposicion tubular simétrica, dividido en distintos
compartimentos (a partir de TSI2/13), con un polo arterial (“outflow tract”) craneal, desde
donde se desarrollan progresivamente los arcos aérticos (completados en TS16), que se
fusionaran con las aortas dorsales en cada lado corporal; y un polo venoso (“inflow tract”) caudal
formado por los extremos derecho e izquierdo del seno venoso (“sinus horns”) que
desembocan en la auricula primitiva.

El plegamiento, septacion y la remodelacion cardiaca se desarrollan durante TS15-22, dando

lugar al corazon maduro tetracameral, con una septacién aortopulmonar equivalente al corazon
humano.
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Figura 25. -Corazén primitivo (TS 12) representado como una estructura tubular. La
porcién mas craneal (polo arterial: “outflow tract”) se corresponde con la aorta ventral y los
arcos aorticos y en la mas caudal (polo venoso: inflow tract) se localizan los dos extremos del
seno venoso (“left and right horns”). Tomado de Kaufman, 1999 299.

Las principales diferencias en el desarrollo cardiovascular entre las dos especies se centran en
el desarrollo del sistema venoso, siendo la persistencia del patréon venoso simétrico en el
territorio cervicofacial la diferencia fundamental en los roedores (Figura 26). Al contrario de lo
que ocurre en el humano, la vena cardinal anterior izquierda no desaparece, dando lugar a
persistencia de la Vena Cava Superior lzquierda. De esta forma, el territorio venoso de la
cabeza, cuello y miembro superior de cada lado del cuerpo drena en su correspondiente Vena
Cava Superior ipsilateral, a diferencia de lo que ocurre en humanos en los que éste drenaje se
realiza a través de la vena braquiocefalica — Vena Cava Superior —Auricula Derecha.

De esta forma, en la especie murina, la Vena Cava Superior Derecha (VCSD) drena en la region
superior de la auricula derecha, como en el humano. La Vena Cava Superior Izquierda (VCSI)
pasa por delante del arco aortico y del hilio pulmonar izquierdo, drena en la VCI a través del
seno coronario (seno venoso) y de ahi a la region mas caudal de la auricula derecha (AD).
Antes de la entrada en la AD, la VCSI recibe la desembocadura de la Vena Acigos, que en la
rata drena la parte izquierda del térax.
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Figura 26. -Esquema que representa las principales diferencias embriolégicas del sistema
venoso sistémico en la rata (A) y la especie humana (B). Notese la simetria venosa en la especie
murina con dos Venas Cavas Superiores: derecha e izquierda. En el humano, la Vena Cardinal
Anterior izquierda regresa y la sangre del territorio venoso cervicotoracico drena en la Vena
Cava Superior derecha a través dela Vena Braquiocefilica o Innominada, en un sistema
anatomico asimétrico. VCS: Vena Cava Superior. (*): Porcién de la Vena Cardinal Posterior izquierda
que regresa en las dos especie. Modificado de Kaufman, 1999 2.

En el periodo postnatal, el drenaje venoso sistémico de la regidn cervicotoracica se

distribuye tal y como se describe de forma resumida a continuacion (Figura 27):

|.- Las Venas Yugulares Externas: formadas a partir de la union de la vena facial
posterior y vena facial anterior en el limite entre el m.esternomastoideo y el m trapecio,
son las principales venas de drenaje del cuello. Tienen un recorrido muy superficial, y
atraviesan en su |/3 distal la clavicula para dirigirse medialmente hacia su unién con la

Vena Axilar, formando la Vena Subclavia.
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2.- Las Venas Yugulares Internas: con un calibre menor a las VYE, y mediales a éstas, se
forman de las tributarias de las venas del occipital e inferior senos petrosos,
abandonando el craneo a través del foramen posterior. Camina dorsal al m.estilohioideo
y musculos digastricos. Emerge y cruza ventral al muasculo elevador de la clavicula, sigue
bajando por el cuello donde recibe las venas faringea y tiroidea. En la base del cuello
cruza ventral a la arteria carétida interna y se une con la vena subclavia para formar la
Vena Cava Superior (VCS) (Figura 28).

3.- Las Venas Cavas Superiores (VCS) formadas por la confluencia de la VYl y la Vena
Subclavia discurren ventrales a la raiz de la arteria subclavia y descienden para drenar en
la auricula derecha. La VCSD es corta y se abre directamente en la porcion anterior de
la auricula. La VCSI es larga cruzando el cayado de la aorta, los vasos pulmonares y los
bronquios para entrar en la AD desde abajo con la vena cava inferior (Figura 29).

4.- La Vena Cava Inferior comienza con la unién de las v iliacas comunes, ligeramente
dorsales a la bifurcacion de la aorta. En su trayecto pélvico y abdominal discurre dorsal a
la aorta en un principio, posicionandose en un plano mas ventral a medida que asciende
hasta la zona renal. Cruza el diafragma dorsal al higado y entra en la cavidad toracica
donde va separada de la aorta por el esofago. Asciende hacia la VCSD por una muesca
que hace el I6bulo retrocardiaco del pulmon izquierdo para entrar en la AD.

5.-El Sistema Acigos tiene una disposicion muy variable. La vena Acigos lzquierda,
predominante en tamano, discurre a la izquierda de la aorta pegada a la columna
vertebral. Recibe ramas tributarias de cada espacio intercostal hasta el tercer espacio
intercostal y desemboca en la VCSI. Cuando existe vena Acigos derecha, de menor
calibre que en el lado contralateral, habitualmente desemboca en la VCS ipsilateral para
drenar en la auricula derecha. (Figura 30). Se ha descrito también la desembocadura de
ambas venas Acigos en la VCSD, bien cada una por separado, o a través de un tronco
comdun.

El Sistema Venoso Pulmonar esta formado por cuatro venas pulmonares para cada |obulo
pulmonar en el pulmén derecho (superior, medio, retrocardiaco e inferior) y una en el pulmon
izquierdo. Drenan el territorio pulmonar pasando dorsalmente a las V. Cavas Superiores de cada
lado para entrar finalmente en la auricula izquierda. Las venas pulmonares izquierdas son cruzadas
por el cayado de la V Acigos a la entrada de la VCSI (Figura 31).
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Figura 27.-Esquema del sistema venoso en la especie murina., visto desde una vision frontal,
tras extirpacion del timo. Como se puede observar, al contrario que en el humano: la vena
yugular externa (VYE) es de mayor calibre que la vena yugular interna (VYI). Seune ala V.
Axilar para formar la V.Subclavia, que derena la sangre de la region cervicotoracica ambas

V.Cavas Superiores: derecha e izquierda. VCSI: V. Cava Superior Izquierda. VCSD: V. Cava
Superior Derecha. VYE: V. Yugular Externa. VYI: V. Yugular Interna. VCI: V.Cava Inferior.
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Figura 28 .- Foto de diseccion de la region cervicotoracica de feto de rata (E=21). Se
demuestra la discrepancia de calibre entre la V.Yugular Ixterna (derecha) y la V.Yugular Externa
(izquierda). Con asterisco (¥) se sefiala el timo, que se encuentra apoyado sobre las orejuelas
cardiacas.

Figura 29 .- Foto de diseccion de la region cervicotoracica en feto de rata a término (E=21). Se
han extirpado las claviculas a ambos lados para mostrar las V. Cavas Superiores derecha e
izquierda . (T): traquea. (*): timo. VCS D: V.Cava Superior derecha; VCS I: V.Cava Superior
izquierda.
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Figura 30.- Esquema en el que se muestra el drenaje toracico a través de la Vena Acigos, que
a diferencia del humano, transporta la mayor parte del drenaje venoso de la pared toracica
siguiendo un trayecto a la izquierda de la columna vertebral. Desemboca en la VCS| antes de
entrar en la auricula derecha a través del seno venoso (SV).

Figura 31.- Foto de diseccion anatomica de la cavidad toracica en un feto de rata (E=21)
desde una vista frontal. Con asterisco (*) se muestra la V.Acigos lzquierda en su unién a la
VCSI antes de su entrada en la auricula derecha. El corazén se encuentra retraido y
desplazado hacia la derecha. Al fondo se observa el parénquima pulmonar con las venas
pulmonares en su forma de “tridente” caracteristica.
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4.7.6. LA CRESTA NEURAL CARDIACA:

Esta region de la CN se sitUa entre las vesiculas oticas y los limites caudales del tercer par de
somitos. Las células de la CN colonizan el corazén primitivo, migrando a través de los arcos
faringeos 3°, 4° y 6° hasta alcanzar las arterias de los arcos aorticos y el troncocono cardiaco en
formacion®®. Regula dos etapas fundamentales del desarrollo cardiaco, como son: 1)la septacion
del corazoén en sus tractos de salida (troncocono) para la separacion de la circulacion sistémica
y pulmonar; y 2)la remodelaciéon de los arcos adrticos que formaran las arterias que irrigan la
cabeza, el cuello y el térax superior®'>% .

Mas recientemente, también se ha podido confirmar que estas células neurocristales invaden el
polo venoso en una fase mas tardia de la morfogénesis cardiaca, llegando hasta los cojinetes
atrioventriculares, el sistema de conduccién cardiaco®® ** e incluso a las venas cardinales, las
principales venas de entrada al corazén®’”,

Estas células de la CN se diferencian en musculo liso y pericitos en las grandes arterias
cardiacas, y en neuronas para la inervacién del corazén®®. También se ha comprobado la
existencia de células de la CN en las valvas de las valvulas adrtica y pulmonar y en el septo
interventricular, aunque no se conoce su papel exacto.

Los experimentos con modelos quimera de ave y con ablacion de regiones de cresta neural han
sido de vital importancia para demostrar la implicacion de la CN en el desarrollo
cardiovascular’®. Asi, se han confirmado alteraciones troncoconales tipicas como Ventriculo
Derecho de Doble Salida, Tetralogia de Fallot, Truncus Arterioso persistente o alteraciones del
desarrollo y remodelacion de las Arterias Faringeas cuando se extirpan segmentos de la CN
cardiaca. Ademas, se han podido evidenciar alteraciones de la funcion miocardica con
disminucién de la fraccién de eyeccién y dilatacién ventricular®'®?'".

El tipo de afectacion cardiaca depende de la extension de la ablacion de la CNC, produciéndose
anomalias en la alineacién del troncocono cuando se extirpan escasas células neurocristales y

afectacion de la septacion cardiaca cuando la extirpaciéon es mayor?'2,

Como en el resto de las estructuras derivadas de la CN, el microambiente celular creado y
regulado por senales genéticas y moleculares influye de forma determinante en la morfogénesis
cardiaca’??". Algunas de estas sefales se exponen a continuacién y se resumen en la Tabla VIII.

Pax3 es una familia de factores de transcripcion que regulan la migracion celular mediante la
regulacion de la transcripcién del receptor c-met’'®. El modelo murino Splotch (mutacién en el
gen Pax3) reproduce el fenotipo de ablacién de la cresta neural cardiaca (truncus arterioso
persistente y alteraciones de las arterias faringeas) junto a otras anomalias neurocristales como

aplasia o hipoplasia del timo y de las gldndulas paratiroides’®"’.

Las Neurotrofinas son factores de crecimiento que regulan la supervivencia y diferenciacion

neuronal e interaccionan con células del tracto de salida cardiaco regulando la septacion del
corazén®'®3%
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Los factores de transcripcion Forkhead (Fox Cl/Fox C2) se expresan en el mesodermo de la
cabeza, de los arcos faringeos y en la CN*'>3",

El gen Tbx| y los Factores de Crecimiento Fibrobldsticos (FGF) interaccionan también en la
morfogénesis cardiaca. TBX/ es un factor de transcripcion localizado en la zona de delecion
22ql | presente en pacientes con sindrome de DiGeorge®™" **% Se expresa en el endodermo
faringeo, que de forma indirecta influye en la maduracion de las células de la CN. Las
interacciones entre el gen Tbx/ y determinados factores de crecimiento regulan el desarrollo de
las estructuras corporales de origen neurocristal’'® *>. Asi, modelos murinos con delecién de
Tbx I(Tbx 1" no expresan factores de crecimiento fibroblasticos FGF8 y FGFI0, influyendo en la
supervivencia de las células neurocristales y dando lugar a las mismas  anomalias
cardiovasculares®, craneofaciales, timicas y de las glandulas paratiroides que los pacientes con
sindrome de DiGeorge®*?”. De hecho, se ha demostrado un incremento de la apoptosis celular
de las células de la CN en modelos animales con mutaciones en FGF8**® y més recientemente
una funcién quimiotactica (favorecedora de la migracion) sobre las células de la CNC*?. En este
contexto hay que incluir también al dcido retinoico, que activa la expresion de los factores de
crecimiento FGF8 y FGFI0**°.

Los receptores Notch son proteinas transmembrana involucradas en multitud de procesos de
diferenciacion celular. Ejercen su accion mediante la unidn a diversos ligandos, siendo los mas
destacados los de la clase Jagged. La senal Notch se ha demostrado implicada en el desarrollo
cardiovascular en estudios genéticos, tanto en animales como en humanos. Mutaciones a este
nivel originan defectos de septacion y del tracto de salida cardiaca, como estenosis pulmonar o
tetralogia de Fallot®™'?%,

Los factores de crecimiento derivados de las plaquetas, PDGF, estan implicados también en la
regulacion de la migracion, supervivencia y proliferacion de las células de la CN. Alteraciones a
este nivel producen malformaciones conotruncales, defectos de pigmentaciéon y anomalias
timicas®* %

Las Endotelinas son proteinas que se expresan en el endotelio de los vasos de los arcos
faringeos. Sus receptores se expresan en las células de la CN migratorias y en el mesénquima de

los arcos faringeos derivado de la CN. Sus alteraciones provocan cardiopatias neurocristales®'*
336, 337

El Factor de Crecimiento Transformante (TGFB) y las proteinas morfogenéticas del hueso BMP,
que participan en la induccion y mantenimiento de la CN y son fundamentales en el desarrollo
del tracto de salida cardiaco y del miocardio™®?*'.

Y por ultimo las senales ligadas al gen Wnt, que regulan la migracion y diferenciacion de vias
neurocristales, fundamentalmente en el desarrollo del tubo neural y futuro sistema nervioso**.
También se ha confirmado su influencia en distintas fases cardiogénicas, sobre todo en relacion
al desarrollo del denominado “segundo campo cardiaco”, fuente del miocardio y del tracto de

salida cardiaco®®.

Solo algunos (Tbx|/Jagged) se han demostrado implicados en la génesis de cardiopatias
congénitas en humanos®* ",
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Alk2, Bmprla, BMPr 2,Msx2 Bone morphogenetic proteins

Fgf8 Fibroblast growth factors

TGFf32 Transforming growth factor beta
Trk-C, Neurotrophin 3 Neurotrophins

Tbx 1, Foxcl, Foxc2, FoxD3 Transcriptional regulators
Slug/Snail, Sox9

N-CAM, N-cadherin, Connexin-43 Adhesions molecules

Jagged|, Notch2 Notch, Jagged

Whntl, Wnt3a Whnt

Tabla VIlI-Principales genes y sehales moleculares implicados en el desarrollo de la cresta
neural cardiaca.

En resumen, en este apartado se pone de manifiesto la importante funcion de las células de la
cresta neural cardiaca en la formacion del corazon y de sus polos arterial y venoso, demostrada
por las anomalias cardiovasculares ocasionadas tras su extirpacion o manipulacion genética. Esta
regulacion organogénica es ejercida directamente por la CN o de forma indirecta por la
interaccion molecular de su microambiente celular.

4.8. LAS NEUROCRISTOPATIAS.

Se define como neurocristopatia a la patologia producida por alteraciones en cualquier fase del
desarrollo de la CN: migracion, crecimiento, proliferacion o diferenciacion de sus células. Se
describio por primera vez por Bolande en 1974 para agrupar enfermedades de distinta indole
(malformativas, endocrinologicas, oncologicas, etc..) pero con un mismo origen embrionario
neurocristal'® (Figura 32). Tradicionalmente se han clasificado en simples, si afectaban a un
Unico tipo celular, y complejas, con afectacion de distintos tipos celulares y por lo tanto
distintos organos y tejidos, como ocurre por ejemplo en las neurofibromatosis, con anomalias
de las células de Schwann, manchas café con leche y tumores neuroectodérmicos'®. A
continuacion exponemos algunos ejemplos de estas neurocristopatias.

4.8.1. CARDIOPATIAS TRONCOCONALES:

Como ya se ha comentado previamente, las relacionadas con alteraciones de la CN son las que
afectan al proceso de septacion conotruncal, al desarrollo de las valvulas y de los grandes vasos.
A este grupo corresponden la transposicion de grandes vasos, Tetralogia de Fallot,
comunicaciones interventriculares (CIV), ventriculo derecho de doble salida, estenosis
pulmonar o coartacion de aorta'®® 2% 30" 34534
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Figura 32. Clasificacion de las neurocristopatias segun el nivel de afectacion en la cresta neural
y el tipo celular alterado

4.8.2. SINDROME DE DELECION 22QI 1.2:

Fue descrito por primera vez por Angelo DiGeorge en 1968°". Tiene varias presentaciones que
incluyen el sindrome de DiGeorge, sindrome velocardiofacial o de Shprintzen, sindrome de
anomalia facial conotruncal y la aplasia timica congénita. Se produce por la delecién de una zona
del brazo largo del cromosoma 22 (region ql 1.2) y tienen en comun malformaciones cardiacas
de tipo conotruncal*®.

El sindrome de DiGeorge se caracteriza por la presencia de infecciones recurrentes por aplasia o
hipoplasia timica, malformaciones cardiacas troncoconales e hipocalcemia por afectacion de las
glandulas paratiroides.

El sindrome velocardiofacial, definido por Shprintzen en 1978** y descrito previamente por
Strong en un caso familiar en el afho 1968, se caracteriza por la asociacion de fisura palatina,
anomalias cardiacas de tipo conotruncal, facies dismorfica, hipotonia, retraso del desarrollo con
dificultad del aprendizaje y estatura baja. Las cardiopatias mas frecuentes son CIV, tetralogia de

Fallot y atresia o hipoplasia pulmonar®”’.

El sindrome cardiofacial o sindrome de Cayler' asocia cardiopatia congénita con facies de llanto

asimétrico por hipoplasia del muisculo triangular de los labios.
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Todos estos sindromes descritos, caracterizados por anomalias faciales, cardiopatias
troncoconales y microdelecién 22ql| se encuadran dentro del fenotipo CATCH 22%* **
(acronimo del inglés Cardiac defects, Abnormal face, Thymic hipoplasia, Cleft palate and
Hypocalcemia).

4.8.3. OTROS DEFECTOS CRANEOFACIALES:

Otros defectos de origen neurocristal no enmarcados dentro del sindrome de delecion 22ql |
son el sindrome de Waardenburg, la disostosis mandibulofacial o sindrome de Treacher-Collins,
la microsomia hemifacial (sindrome de Goldenhar-Gorlin) o la asociacion CHARGE, acrénimo
inglés de la asociacion de coloboma, heart disease, atresia choanae, retardation of physical and
mental development, genital hypoplasia and ear anomalies/deafness®* **>.

4.8.4. TUMORES:

Algunos tumores son también neurocristopatias. Unos son de estirpe neuronal®®* como el
neuroblastoma o el neurofibroma, que cuando es multiple y asocia afectacion de las células
pigmentarias de la piel, constituye la entidad conocida como neurofibromatosis. También se
incluyen en este grupo los tumores del sistema APUD, formados por células sintetizadoras de
hormonas polipeptidicas intestinales, por células C productoras de calcitonina en el tiroides y

por otras células pancreaticas, adrenales o del cuerpo carotideo, todas ellas derivadas de la
CN357.

Estos tumores se asocian con frecuencia a otras enfermedades, a veces de naturaleza
neurocristal, como la enfermedad de Hirschsprung, defectos de septacion cardiaca o el
sindrome de DiGeorge®®*'.

4.8.5. ENFERMEDAD DE HIRSCHSPRUNG:

Esta producida por una alteracién en la migracién de las células neurocristales que deja sin
colonizar un segmento mas o menos largo del intestino grueso, dando lugar a la ausencia de
células ganglionares nerviosas en la pared intestinal. Gracias a modelos experimentales se ha
demostrado un origen genético en los casos familiares, con la implicacion del protooncogén
RET, compartido con otras enfermedades como el carcinoma papilar de tiroides o las
neoplasias endocrinas mltiples (MEN 2A y 2B)***3%,
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

I. Hipotesis conceptual:

La naturaleza de las malformaciones que se asocian a la HDC sugiere una regulacion
organogénica anormal por parte de la CN en su mecanismo patogénico, tanto del defecto
diafragmatico como de sus malformaciones acompanantes. En pacientes supervivientes podria
haber disfunciones subclinicas de érganos formados bajo control neurocristal como el timo, el
tiroides, las glandulas paratiroides y las células parafoliculares productoras de calcitonina, que
traduzcan las malformaciones descritas en ratas con HDC.

En el modelo animal, ademas, podria haber alteraciones ain no descritas del sistema venoso
que se sumarian a los defectos ya demostrados del sistema cardiovascular (corazén y polo
arterial).

2. Hipotesis operativa:

En primer lugar, en lo que respecta a los pacientes con HDC, algunas estructuras derivadas de
la cresta neural como el timo, las paratiroides o las células parafoliculares, presentarian
alteraciones en su funcion o en su distribucion anatomica. Estas alteraciones se estudiarian
mediante diversas pruebas diagnodsticas en el caso de los supervivientes, o partir de material
proveniente de necropsias.

En segundo lugar, la anatomia venosa cervicotoracica seria anormal en los fetos de rata con
HDC.

3. Hipotesis estadistica

La primera hipotesis nula es que no existan alteraciones en la inmunidad celular dependiente
del timo, en la distribucion o el nimero de las células parafoliculares y en la funcidn
paratiroidea en los pacientes sobrevivientes con HDC. La hipotesis alternativa es que alguna de
estas estructuras neurocristales presente anormalidades demostradas mediante estudios
diagnosticos anatomopatoldgicos o de laboratorio.

La segunda hipotesis nula es que la anatomia venosa cervicotoracica de los fetos de rata con

HDC estudiada mediante resonancia magnética, sea igual a la de los fetos del grupo control. La
hipotesis alternativa es que dicha anatomia presente alteraciones congénitas.
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OBJETIVOS
En Humanos:

|.- Demostrar en pacientes supervivientes a HDC, posibles disfunciones de 6rganos formados
bajo la influencia de la CN como el timo (alteraciones de la inmunidad celular), las células C
tiroideas y las glandulas paratiroides, (anomalias de la homeostasis fosfocdlcica y de Ila
mineralizacion 6sea).

2.- Estudiar en autopsias de pacientes con HDC posibles alteraciones histolégicas respecto a la
cantidad y/o la distribucion de las células C tiroideas similares a las observadas en el modelo
animal de HDC inducida con nitrofen.

En Animales:

Demostrar malformaciones del sistema venoso sistémico cervicotoracico, controlado por la

CN, mediante estudios anatdmicos con resonancia magnética (RM) de alta resolucion, en fetos
de rata con HDC.
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MATERIAL Y METODOS

I. ESTUDIO CLINICO EN PACIENTES CON HDC

I.1. PACIENTES:

Se reclutaron 34 pacientes con HDC de los 65 censados inicialmente en nuestro Centro e
intervenidos durante el periodo 1993-2006 (Tabla IX). Se descartaron |4 pacientes que seguian
tratamientos farmacologicos, o con episodios infecciosos activos en el momento de su inclusion
en el proyecto, situaciones ambas que podrian enmascarar los parametros bioquimicos a
estudio. No se pudo contactar con || pacientes y 6 rechazaron su participacion en el proyecto.

(total: 34/65).

# 1 \ 16

#3 \'% 13

#5 \ 8

#17 \ 3

#9 M 5

#11 \ 5

#13 M 4

#17 M 2

#18 M 3

#20 \' 3

#22 M 2

# 24 \ 2

#26 A 18m

#28 M 18m

#30 M 5m

#32 M 4

# 34 A 7m

Tabla IX.- Caracteristicas de edad y sexo de los pacientes del grupo HDC. Edad en afos si no

especificado.
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1.2. GRUPO CONTROL:

Con el objetivo de realizar un estudio comparativo “caso-control”, se escogié de forma
aleatoria un grupo control formado por 20 nihos, con una distribucion similar de edades y
sexos a las del grupo HDC, que acudieron a nuestras consultas por otras patologias leves, no
relacionadas con la hernia diafragmatica, y que requerian la realizacion de estudios analiticos
para ser sometidos a intervenciones quirdrgicas menores de forma programada (Tabla X).
Niguno de estos sujetos padecia procesos infecciosos agudos ni seguia tratamientos
farmacoloégicos durante la participacion en el estudio.

Tras ser informados y obtener el correspondiente consentimiento, fueron sometidos a las
mismas pruebas analiticas (valoracion de la funcion inmunitaria timica y estudio del metabolismo
fosfocalcico) que el grupo de pacientes con HDC. No se considero necesaria la realizacion de
densitometria 6sea en el grupo control por la existencia de datos de referencia teodricos de
normalidad de densidad mineral ésea en poblaciones pediatricas sanas en funcion de la edad y

del sexo”’%

# 1 \ 6 #11 M 4
#2 M I5 #12 \ 3
#3 \ 13 #13 \ 3
#4 \ I #14 M 4
#5 M 8 #15 \' 4
y M 2 #16 \ 3
#7 M I #17 \ 3
#8 M 3 #18 M 2
#9 \' 9 #19 \ I1m
#10 \ 7 #20 \ 2

Tabla X.- Caracteristicas de edad y sexo de los pacientes del grupo Control. Edad en afios si
no especificado.
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1.3. CONFIDENCIALIDAD Y SUPERVISION POR EL COMITE ETICO:

Se garantizo la cofidencialidad de los datos de todos los sujetos que participaron en el estudio
mediante la codificacion de cada caso con un nimero ordinal del estudio y la codificacion
correspondiente acorde a la normativa vigente del proteccion de datos de caracter personal.

Se elabord un protocolo de actuacion para la totalidad del estudio clinico que fue revisado y
aprobado por el correspondiente Comité Etico de Investigacion Clinica de nuestro hospital con
el expediente HULP CI-577 (Anexo |: autorizacion del Comité Etico de Investigacion Clinica
del Hospital La Paz).

1.4. EVALUACION CLINICA DE LOS PACIENTES CON HDC:

El seguimiento de los participantes se realizd de forma ambulatoria en las Consultas Externas
de Cirugia Pediatrica coincidiendo mayoritariamente con sus revisiones periodicas. Se concerto
telefonicamente una cita extraordinaria con aquellos que no tuviesen programado un
seguimiento clinico en nuestro servicio durante el periodo a estudio.

En la primera visita todos los pacientes y sus familias (o tutores) fueron informados
detalladamente de las caracteristicas y pretensiones del proyecto de forma verbal y escrita
mediante una Hoja de Informacién administrada a los padres y al propio paciente segln su edad.
Asi mismo, se considero imprescindible la firma del Consentimiento Informado por la familia o
el paciente (en el caso del “menor maduro” a partir de los 12 anos) al inicio del estudio. Ambos
documentos fueron validados y autorizados por el Comité Etico de nuestro Centro (Anexo lI:
hojas de informacion y consentimiento informado del Estudio).

Para la valoracion clinica se elaboré un protocolo de estudio para un seguimiento idéntico en
todos los pacientes, que hiciera objetivo y equiparable el anilisis final de los mismos y que
permitiese, ademas, consultar la situacion en la que se encontraba cada participante registrando
las pruebas realizadas (con su fecha correspondiente) o pendientes, en cualquier momento del
estudio (Anexo llI: protocolo de estudio)

En esta primera visita se realizd la entrevista clinica y una exploracion fisica detallada,
insistiendo en los aspectos que consideramos importantes en el seguimiento de la enfermedad y
en la valoracion e interpretacion final de nuestros resultados, siendo los mas importantes:

a) Sintomatologia respiratoria.

b) Clinica digestiva (reflujo gastroesofagico, u otros sintomas digestivos derivados de
una posible malrotacién intestinal o de la propia intervencién quirurgica).

c) Coexistencia de otras malformaciones.
d) Infecciones de repeticion.

e) Tratamientos farmacologicos.

f) Desarrollo psicomotor /neurocognitivo.

g) Presencia de deformidades toracicas.
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h) Antropometria general: Se recogieron los valores de peso (kg) y talla (cm), y se
realizé una valoracion del estado nutricional mediante el calculo de los indices de Shukla
y Waterlow!?, que relacionan el peso, la talla y la edad **. En esta valoracién, se
introdujeron los datos de edad, sexo, peso (kg) y talla (cm) de cada paciente en la pagina
web destinada a valoraciones antropométricas y nutricionales
(www.webpedidtrica.com/endocrinoped) elaborada por el Servicio de Endocrinologia del
Hospital Infantil La Paz. Asi se obtuvieron los valores de percentil (p) y desviacion
estandard (DE) del peso y de la talla en cada paciente, en relacion a los valores de una
poblacion pediatrica normal tomada como referencia, extraida de los Estudios Esparioles
de Crecimiento 2010°.

(*): Calculo de los indices nutriciales:

Indice de Shukia: Indice de Waterlow para la talla:

Peso (kg) actual Talla real {em) x100

Talla {em) actual <100 P, talla (cm) para la edad

Peso (kg) en Py,

Talla {em) en P,

Indice de Waterlow para el peso:

Peso real (kg) x100
P.;peso (kg) para la edad
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1.5. EXPLORACIONES COMPLEMENTARIAS:

1.5.1. ESTUDIO DE LA FUNCION INMUNITARIA TiMICA:

Para la cuantificacion de las poblaciones linfocitarias, en los controles y en los pacientes con
HDC, se realizé extraccion de sangre periférica en tubo con EDTA para su estudio en el
Laboratorio de Inmunologia mediante Citometria de Flujo con la utilizacion de un citometro de
flujo tipo FACSCalibur y un software especifico CellQuest (BD Biosciences), para el andlisis de
los datos.

Con esta técnica se estudio el fenotipado linfocitario mediante el analisis de marcadores de
superficie celular a través del uso de anticuerpos monoclonales especificos marcados con
Isotiocianato de Fluoresceina y/o Ficoeritrina (BD Biosciences, San Diego, California, USA)**"
38 Se cuantificd el porcentaje con respecto a los linfocitos totales, y los nimeros absolutos de
las siguientes subpoblaciones linfocitarias T: CD3; CD4 (con las subpoblaciones CD4Ra y
CD4Ro), CD8 (con las subpoblaciones CD8Ra y CD8Ro), CDI (timocitos corticales) y el
marcador de activacion linfocitaria T: CD45+CD3+DR. Ademas se midieron los porcentajes de
las células NK (CD3CD16+CD56+) y de los linfocitos B (CD19), también en relacién a los
linfocitos totales.

Para la cuantificacion de linfocitos totales se realizd un hemograma de la muestra de sangre
periférica; que se emple6 también para el célculo de los valores absolutos (n° de células/pl) de
todas las subpoblaciones linfocitarias citadas anteriormente, a partir de sus porcentajes y de los
linfocitos totales.

La interpretacion y analisis de los resultados se realizé seglin dos procedimientos:

[) En primer lugar, se tomaron como referencia los valores tedricos de normalidad segun
los distintos grupos etarios (0-3m, 3-6m, 6-12m, |-2 anos, 2-6 anos, 6-12 afos y 12-18
anos) definidos en una poblacion pediatrica sana americana, recogida en el estudio
observacional del Grupo de Trabajo de Ensayos Clinicos Pediatricos de SIDA (The
Pediatric AIDS Clinical Trials Group: PACTG) realizado durante el periodo 1999-2001°¢. En
cada sujeto, se consideraron normales los valores porcentuales y absolutos que se
situaban dentro de los limites de normalidad establecidos para su edad, segin esta
poblacién de referencia.

2) En segundo lugar, se realizd un estudio descriptivo de todas las poblaciones linfocitarias
estudiadas en cada caso, en ambos grupos, en valores absolutos y en porcentaje,
incluyendo despules un analisis estadistico comparando las medias mediante métodos
paramétricos (ver apartado de Analisis Estadistico al final de Material y Métodos)

93



Ana Lourdes Luis Huertas. Tesis Doctoral

1.5.2. ESTUDIO DEL METABOLISMO FOSFOCALCICO

Para la valoracion de la funcion integrada de las Células C y las glandulas paratiroides, se estudié
el metabolismo fosfocélcico mediante el analisis bioquimico en sangre u orina de:

94

.- Calcio Total sérico: sus concentraciones fueron cuantificadas segin un método
espectrofotométrico de orto cresoftaleina complexona en un analizador Olympus
AU5400 (Beckman Coulter).

- Calcio Iénico sérico (Ca*") medido por potenciomnetria mediante electrodo selectivo en
un analizador ABL90 (Radiometer). Seglin nuestro laboratorio, se consideraron valores
normales de calcio total plasmatico: niveles entre 8,4-10,4 mg/dl; y de calcio ionico:
valores entre 1,12 -1,32 mmol/l. Consideramos estos valores para los sujetos mayores
de 12 anos. En los menores de esta edad tomamos como referencia los limites
recomendados segln las guias K/DOQI** (Tabla IV).

- Calciuria en orina de 24h expresada en mg/kg/dia. Se consideraron normales valores de
calcio urinario < 4 mg/kg/dia. En aquellos casos en los que no fue posible la recogida de
orina de 24h, se calculd el Cociente: Calcio/Creatinina (mg/mg) en orina de miccion, como
calculo alternativo a la calciuria de 24h, segun la siguiente formula:

Calcio, (mg/dl)
Creatinina, (mg/dl)

Ca /Cr, =

Los niveles normales del Cociente Ca/Cr, (mg/mg) en orina de miccidn varian en
funcion de la edad tal y como se muestra a continuacion:

0-6 meses <0,8
7m-1 a <06
-2 a <0,5

> 2 afos <021

.- Fésforo en suero : se midid con el método espectrofotométrico de fosfomolibdato y
lectura UV en un analizador Olympus AU5400 (Beckman Coulter). En los nifos > 12
anos se tomaron como valores normales los ofrecidos por nuestro laboratorio y en los
de menor edad, los recomendados por las guias K/DOQI*** (Tabla IV).

.- Reabsorcién tubular de Fosfatos: RTP (%): para la valoracion de la eliminacion de fosforo
urinario, se consideraron valores normales RTP > 75%-80%""°.
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- PTHi sérica: las concentraciones fueron medidas usando un método de
enzimoinmunoanalisis quimioluminiscente en un analizador Immulite 2500 (Siemens
Healthcare), siendo los valores de referencia normales de nuestro laboratorio 12-65

pg/ml.

~Vitamina D en suero (Calcidiol): medido mediante enzimoinmunoanalisis
quimioluminiscente en un analizador Arquitect i2000m (Abborr Diagnostics). La
evaluacion del estado de vitamina D se realizé segun los siguientes valores:

Deficiencia: <I5 ng/ml
Insuficiencia: 15-30 ng/ml
Suficiencia:  30-100 ng/ml
Toxicidad:  >100 ng/ml

.- Cdlcitonina:  medicion mediante un método de enzimoinmunoanalisis
quimioluminiscente en un analizador Immulite 2500 (Siemens Healthcare), con valores
de referencia de hasta 8,4 pg/ml en varones y hasta 5,0 pg/ml en mujeres. El limite de
sensibilidad analitica es de 2 pg/ml.

.- Marcadores de Formacion Osea:

Fosfatasa Alcalina (FA) en suero: las concentraciones fueron cuantificadas usando el
método espectrofotométrico de paranitrofenilfosfato con tampén AMP en un analizador
Olympus AU5400 (Beckman Coulter), siendo los valores normales para la poblacion
pediatrica los siguientes:

|-3 afos: 104-345 -3 anos: 108-317
3-6 anos: 93-309 3-6 anos: 96-297
6-9 anos: 86-315 6-9 anos: 69-325

9-12 anos: 42-362 9-12 anos: 51-332
12-15 anos: 74-390 12-15 anos: 50-162
15-18 anos: 52-171 I15-18 anos: 47-119

Osteocalcina: Su cuantificacion en suero se realizd como el resto de los parametros
analiticos, en ayunas durante las primeras horas de la manana, coincidiendo con su ritmo
circadiano. Se midi6 mediante un método de enzimoinmunoanalisis quimioluminiscente
en un analizador Immulite 2500 (Siemens Healthcare), siendo los valores normales de
<22 ng/ml en la poblacion pediatrica, y entre 3,2 -12,2 ng/ml para el resto de la
poblacién.
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Para la confirmacion de una adecuada funcién renal en todos los participantes del estudio, ésta
se valoré mediante el célculo del filtrado glomerular (FG) segln la féormula de Schwartz, que
calcula el Filtrado Glomerular Estimado (FGE) expresado en ml/minuto/1,73m? en funcién de la
talla y de una constante (k):

TALLA (cm) x K

FGE = 'ml/min(1,73m?)

Creatinina .. (mg/dl)

Valor de K sepun edad:
< | ano: k= 0,45 (RNPT: K =0,33)
> | ano: K =0,55
varones > |4 anos: k=0,7

Se considera un filtrado glomerular normal cuando el FGE es
> a 90ml/min/1,73m>

1.5.3. ESTUDIO DE LA MASA OSEA: DENSITOMETRIA OSEA

Medimos la Masa Osea mediante la Densidad Mineral Osea (DMO) resultante del estado de
neoformacion y resorcion oseas, y dependiente del metabolismo fosfocalcico y de las hormonas
que lo regulan (PTH, Calcitonina y Vitamina D fundamentalmente). Para ello, se realizd en
todos los pacientes Densitometria Radiologica de doble energia (DEXA) a nivel lumbar L2-L4,
en el Servicio de Medicina Nuclear de nuestro hospital. Se utilizé un densitdmetro oseo
modelo HOLOGIC® (QDR-1000-X-ray) en todos los pacientes. Por consideraciones técnicas
se desestimo la realizacion de densitometria 6sea en nifios menores de | ano de edad.

Los pacientes fueron explorados en decubito supino con elevacion parcial de las extremidades
inferiores para conseguir una optima separacion de las vértebras lumbares. No se administraron
medicaciones sedantes para la inmovilizacién, requiriéndose medidas fisicas sélo en aquellos de
menor edad. Todos los estudios se realizaron con un tamano de pixel de 1,2 x1,2 mm y se
utilizaron programas de software Lunar® versiones 3.4y 3.5 (Lunar corp, Madison, EEUU).

Se obtuvieron mediciones del 4rea vertebral explorada (L2-L4) expresada en cm’ y del
contenido mineral 6seo en gramos de hidroxiapatita en dicha area. En un paciente portador de
gastrostomia en el que ésta interferia la correcta valoracion del nivel de L2, se calculo el area
vertebral sélo en L3-L4.
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Los valores de densidad mineral ésea (DMO) en relacion al area vertebral proyectada se
recogieron en gramos de hidroxiapatita/cm® y posteriormente se transformaron en Z-score
especificos para la edad y sexo, tomando como referencia los datos de una poblacion pediatrica
sana espafola®”> que ofrece los datos de DMO en medias (M) y desviacion estandar (DE) por
rangos de edad y sexo.

Para el cdlculo de la puntuacion Z-score real se tomaron los valores de DMO del paciente, y la
My DE de la poblacion de referencia segun la siguiente formula:

Z-score = DMO-M,/DE;

M;: media de DMO en la poblacién de referencia (tedrica)
DE;: DE de la poblacién de referencia (teérica)

2. ESTUDIO HISTOLOGICO DEL TIROIDES EN AUTOPSIAS DE
PACIENTES CON HDC

2.1. PACIENTES:

Tras la aprobacion por el Comité Etico de nuestro centro (HULP CI-577), y a partir del
registro de autopsias del Servicio de Anatomia Patologica, se estudiaron las preparaciones
histologicas de los tiroides de |12 pacientes con HDC y de || nihos fallecidos por otra causa
carentes de malformaciones, como grupo control. Uno de los pacientes con HDC fue
diagnosticado de Sindrome de Fryns y otro de Trisomia |8.

Los pesos (HDC=2,6310,97kg vs Controles=2,99+0,47kg, n.s.) y edades gestacionales
(HDC=37,6+3 SDG, Controles=38,9+2 SDG, n.s.) de ambos grupos eran similares, con una
tendencia menor en el grupo HDC, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas, tal y
como se muestra en el siguiente grafico:

Peso Edad Gestacional
4000 SZ 42
3500 T 40
3000 ”
2500 1 T
2000 36
1500 34
1000 -

Figura 33: Diagramas de cajas en los que se muestran el peso en gramos y la edad
gestacional en semanas (medianas y cuartiles) de los pacientes con HDC y de los del grupo
Control. Aunque puede observarse una tendencia de menor peso y menor edad gestacional

en los pacientes con HDC, la comparacion entre ambos grupos no demuestra diferencias
estadisticamente significativas en relacion a estos dos parametros (p>0,05).
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En la siguiente tabla se enumeran los pesos y edades gestacionales correspondientes a las
autopsias de los pacientes con HDC y de los del grupo control, expresado en gramos (g) y
semanas, respectivamente:

HDCI 2900 39 Cl 3300 41
HDC2 C2 2700 41
HDC3 3190 38 C3 2600 39
HDC4 39 C4 3340 41
HDC5 1750 39 C5 3400 40
HDCé 4390 37 Cé 3130 37
HDC7®" 1380 37 Cc7 2100 37
HDCS8 2750 41 C8 3100 39
HDC9® 1300 28 C9 3800 39
HDCI0 2850 39 clo 2650

HDCI | 3550 39 Cll 2870 35
HDCI2 2350 27

Tabla XI: Pesos (g) y edades gestacionales (SG) de los pacientes (grupo HDC) y controles
(grupo C) incluidos en el estudio anatomopatoldgico de las células C tiroideas. (I): paciente
HDC7 presentaba trisomia |8. (2): paciente HDC9: Sindrome de Fryns.

2.2. INMUNOHISTOQUIMICA:

Se recuperaron los bloques de parafina conservados en el Servicio de Anatomia Patologica de
los tiroides correspondientes a todos los pacientes (HDC y Controles) y se obtuvieron cortes
transversales de 7 micras de grosor, comprobando que incluian ambos |6bulos tiroideos y el
istmo entre ambos. Se empled la técnica de inmunoperoxidasa como tincidn
inmunohistoquimica. Asi, las muestras histologicas, desparafinadas y rehidratadas, se trataron
con peroxido de hidrogeno para eliminar la actividad peroxidasa endogena. Se incubaron en
suero de cabra diluido para bloquear reacciones con anticuerpos inespecificos y finalmente se
tineron inmunohistoquimicamente con anticuerpo anti-calcitonina de conejo (Dako Diagnostic,
Glostrup, Denmark), segin metodologia descrita previamente'** "',

2.3. CONTAJE CELULAR:

Para la cuantificacion de células productoras de calcitonina (CC), se dispusieron los cristales de
las muestras histoldgicas en un microscopio Olympus Cx40 (Olympus, Hamburgo, Alemania).
Se utilizd una camara con software especifico (Image Pro Plus®, Media Cybernetics, USA)
adapatada a este microscopio para la obtencion de imagenes digitales de dichas muestras. Se
captaron imagenes a 400 aumentos de toda la glandula para el estudio de areas con alta
magnificacion en la que toda la imagen estuviese ocupada por parénquima tiroideo y evitar asi
zonas de parénquima tiroideo vacias de células C, que interfiriesen en el contaje celular final.
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Debido al gran tamano de las muestras histoldgicas, cada una quedaba dividida en multiples
areas de parénquima tiroideo a estudio (micras’), cuya suma se correspondia con el area total
tiroidea de ese corte histoldgico. Mediante el software de analisis de imagen citado, se midieron
estas areas inmunohistoquimicamente tenidas por campo de gran aumento, obteniéndose el
sumatorio de todas éstas en cada muestra histologica.

Dicho sumatorio se relacioné con la superficie tiroidea total de cada muestra, con el objetivo
de corregir las diferencias en los tamanos de las distintas muestras histologicas. Finalmente, la
medida utilizada para el andlisis estadistico fué el porcentaje de la superficie
inmunohistoquimicamente tefida en relacion a la seccion tiroidea total.

Cada drea fué contada en tres ocasiones en tres momentos distintos del estudio y el
observador desconocia en todo momento los datos de filiacion del paciente y por supuesto, a
qué grupo del experimento pertenecia. También se hizo una valoracion cualitativa mediante el
estudio de la disposicion y distribucion de las células C dentro de la glandula tiroidea (dentro de
cada muestra).

94, 29308

04, 20308

Area &6,41306 BE, 41306 0,004
Measuremer Value Nominal Val. Min. Tol.

Area 50,61908 50,6190% 40,001
Area 116,464 116 464 0,001
Measuremer Value Waminal Val. Min. Tol,

Area 79,4676 T3, 46796 0,001
Area 119,5358 119, 5358 0,001
Area E0,35137 B3, 35137 0,001
Area 20,28629 90, ZBEZY 0,001
Area 51,0197 51,1977 0,001
Arga B6,62018 BE, EBO1E -0,001

Figura 34.-Cuantificacion de superficie tefiida con anticuerpo anticalcitonina en una zona de
la seccion del parénquima tiroideo correspondiente a un paciente con HDC. Las lineas
amarillas dibujan dreas (micras?) inmunohistoquimicamente que se corresponden con células
C tefiidas con Anticuerpo anticalcitonina. En el recuadro inferior se muestra el recuento de
las distintas areas, de las que se obtendra el sumatorio final de la totalidad del parénquima
tiroideo de la muetra histolégica (micras?). Microscopio Olympus Cx40 (Olympus,
Hamburgo, Alemania). Imagenes tomadas con camara digital Image Pro Plus, Media Cybernetics,
USA. Software: Image Pro Plus v5.0.1, Media Cybernetics, USA
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3. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN RATAS. MALFORMACIONES
CERVICOTORACICAS

3.1. ANIMALES:

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley hembras de 220-250 g de peso y machos con fertilidad
probada, alojadas en las instalaciones de la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario La
Paz de Madrid, alimentadas con granulado especial para rata y agua de bebida “ad libitum”. Su
manejo se ajustd a las exigencias de la UE vigentes (EC 86/L609) y a las recogidas en el RD
1201/2005. Las hembras se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos experimentales en
funcidn de la administracion de teratogeno (grupo HDC=9) y placebo (grupo Control=5).

3.2. FECUNDACION CONTROLADA:

Las hembras se enjaularon con machos (3x1) para fecundaciéon durante una noche tras 24 horas
de contacto visual y olfativo. EIl momento en el que el frotis vaginal demostroé la presencia de
espermatozoides se considero el dia 0 de la gestacion.

3.3. ADMINISTRACION DEL TERATOGENO:

El dia 9,5 de la gestacion se administro a las madres del grupo nitrofen una dosis de 100 mg del
teratdégeno en Iml de aceite de oliva por via intragastrica. Los animales del grupo Control
recibieron en el mismo momento, también a través de sonda nasogastrica, una misma dosis de
aceite de oliva como excipiente (placebo).

3.4. OBTENCION Y EXAMEN DE LOS FETOS:

La extraccion de los fetos se realizd mediante cesarea el dia 21 de la gestacion (término: dia 22)
en todos los casos, tras lo cual se llevo a cabo el sacrificio de las madres por exposicion a gases
anestésicos en camara apropiada. Después de cada cesarea, los fetos se trasladaron
inmediatamente al edificio de Investigaciones Biomédicas del Centro Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), anejo al Hospital Universitario La Paz, donde se sometieron a
los estudios de imagen por Micro-Resonancia Magnética (Micro-RM). Antes de iniciar cada
exploracion radioldgica, todos los fetos fueron pesados en la misma bascula situada en la sala de

exploracion.

3.5. GRUPOS EXPERIMENTALES:

» Grupo HDC: |9 fetos de ratas expuestas a nitrofen en los que se confirmo la presencia
de HDC.

» Grupo Control: | | fetos de ratas tratadas con placebo, sin HDC.
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3.6. ESTUDIOS DE MICRO-RESONANCIA MAGNETICA:

7
A X4

Equipo de RM: Cada feto fué examinado individualmente en un equipo de RM de 7 Teslas
(Bruker Medical, Ettlingen, Germany), equipado con un campo magnético blindado
horizontal, situado en el Edificio de Investigaciones Biomédicas del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) anejo a la Facultad de Medicina de la UAM.

Figura 35.- A.- Equipo de RM : Bruker Medical, Ettlingen, Germany de 7 Teslas (T) empleado
para las exploraciones radiologicas de todoslos animales de experimentacion. El sistema
Bruker contiene un iman superconductor refrigerado con helio y nitrégeno. B.- Mismo
equipo en el que se sefiala el compartimento en el que se coloca el animal al que se va a

realizar la exploracion con RM. C.- Detalle de la figura B.
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Secuencias utilizadas: En una primera valoracion se aplicaron secuencias coronales rapidas
spin eco (SE) con saturacion grasa y mdltiples cortes, con un tiempo de repeticion (TR)
largo y un tiempo de eco efectivo (TE) corto. Con estas secuencias, se demostro la
presencia o ausencia de hernia diafragmatica, asignando cada feto al grupo HDC o control,
respectivamente (Figura 36). Con el objeto de obtener una descripcion anatémica detallada
focalizada en las estructuras cervicotoracias y cardiovasculares, se emplearon
posteriormente en cada caso, secuencias de alta resolucion SE potenciadas en T2 en los
planos axial, coronal y sagital.

El tamafo de la matriz fué de 256 x 256 con campo de vision de 22x22mm y una
resolucion de 200 DPI (dots per inch o puntos por pulgada), con un tamano de pixel de
25x25. Se empled un TR de 1.500 a 3567ms, un TE de 49,2ms con un tren de ecos (ET: Echo
Train) de 8. El grosor de imagen aplicado fué de 0.5mm con una distancia entre los cortes de
-0.5mm.

HDC I HDCD

Figura 36.- Imagenes de RM de dos fetos con HDC obtenidas mediante secuencias
coronales rapidas spin eco (SE) con TR largo y TE corto. En la imagen de la izquierda se
observa una hernia diafragmatica izquierda (HDC I) con herniacion de higado y estomago en
la cavidad toracica. En la imagen de la derecha se confirma la presencia de una HDC derecha
en la que se ha producido herniacion del I6bulo hepatico derecho.LH i: I6bulo hepatico
izquierdo; CG: camara gastrica; LH d: I6bulo hepatico derecho.

Imagenes: Las imagenes se archivaron en formato DICOM (Digital Imaging and
Communication in Medicine). Para su interpretacion y analisis se utilizo el software: Image-|
.41 (National Institutes of Health, USA) con el que se consiguieron reconstrucciones
multiplanares (MPR) ortogonales y oblicuas para el estudio detallado de todas las
estructuras a estudio.
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Cada estructura anatomica fué identificada y analizada tomando como referencia el atlas de
imagenes de RM en 4D del desarrollo murino que trata las distintas etapas embrionarias y
del periodo neonatal’”.

Variables Se tomaron como variables los parametros que se citan a continuaciéon en ambos
grupos (HDC y Control), a excepcién del defecto herniario, presente Unicamente en los
fetos con HDC

Defecto diafragmadtico: en todos los fetos con HDC se valoré la localizacion del orificio
diafragmatico: derecha (D) o izquierda (I), contenido herniario; y dimensiones en mm
segln los didametros en los planos transversal (T) y sagital (S).

Timo: Descripcion morfologica y medicion de su tamano (mm) segun sus diametros
longitudinal (L), transverso (T) y anteroposterior (AP).

Arbol Traqueobrongquial (Via Aérea inferior): descripcion morfoldgica del trayecto traqueal y
bronquial.

Pulmones: estudio de la existencia de hipoplasia pulmonar en funcién de sus
caracteristicas parenquimatosas y dimensiones en ambos lados (D/l), segun los planos
anteroposterior, transverso, y longitudinal (AP, T y L).

Aparato Cardiovascular:

» Presencia o ausencia de malformaciones cardiovasculares (MCV).
»  Corazon:

- Auriculas: medicion de los diametro APy T (mm)

- Ventriculos: medicion del grosor de la pared del Ventriculo derecho (VD),
Ventriculo izquierdo (V) y del septo interventricular (SIV) expresado en mm.

- Diametro transverso (mm) a nivel del tracto de entrada de ambos ventriculos.

- Ductus arterioso persistente: presencia o ausencia. Localizacion y medicion en el
plano transversal (mm).

»  Sistema Arterial:

- Aorta: disposicion anatomica y medicion de los diametros transversales a nivel de
aorta ascendente; arco aortico y aorta descendente a nivel del hiato esofagico.

- Arterias Pulmonares: disposicion anatomica y medicion de diametros transversales
del tronco de la arteria pulmonar, arteria pulmonar derecha y arteria pulmonar
izquierda.

»  Sistema Venoso:

- Venas Sistémicas: descripcion de su disposicion (recorrido) anatomica. Medicion
de sus diametros (mm) en el plano transversal; excepto en el caso de la Vena
Cava Inferior (VCI), proximal a la desembocadura de las venas suprahepaticas,
que por razones estrictamente anatomicas se midieron en el plano
anteroposterior:

* Venas Yugulares Externas (D/I)

* Venas Yugulares Internas (D/l)

* Venas Axilares (D/I)

* Tronco Braquiocefalico (D/I)

* Venas Cavas Superiores, VCS (D/l)

* Venas Acigos (D/I): a nivel del cayado
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* Vena Cava Inferior: en la region suprahepdtica (siempre distal a la
desembocadura de las venas suprahepaticas) se midid segln su eje transversal
(T) y en su porcion infrahepdtica (proximal a la desembocadura en las VSH) se
tomaron las medidas en el plano anteroposterior (AP).

- Venas Pulmonares: disposicién anatémica. Medicion del diametro transversal del
colector unico (mm) por el que desembocan las venas pulmonares a la auricula
izquierda (Al), cranealmente a la VCS izquierda.

Normalizacién de variables: Para evitar sesgos derivados de la discrepancia en el tamano de los
animales de los dos grupos experimentales que pudieran influir en las medidas anatomicas, se
normalizaron los valores absolutos obtenidos de las mediciones de todas las estructuras a
estudio. El volumen timico se relaciono con la altura de la tercera vértebra cervical (C3), y las
estructuras cardiovasculares con la distancia comprendida entre el limite superior del cuerpo
de la 3% vértebra toracica y el inferior de la 5* vértebra toracica (T3-T5). Todas las distancias
fueron tomadas en mm.

4.- ANALISIS ESTADISTICO

- Estudio Descriptivo: Las variables cualitativas se describieron en valores de frecuencia de
aparicion en numeros absolutos y en porcentajes. Las variables numéricas de cada grupo fueron
tratadas estadisticamente por métodos descriptivos convencionales, expresadas en las medidas
de centralidad y dispersion habituales seglin correspondia al tipo de variable y su distribucion
tedrica (medias y desviaciones estandar para variables normales y medianas y rangos para las
demas).

- Estudio Analitico: Los datos fueron almacenados en hojas de céalculo EXCEL (Microsoft,
Office 2000) y procesados mediante el paquete estadistico StatView 4.0 y/o con Epidat 4
(disponible en http://www.sergas.es/MostrarContidos_N3_TO0|.aspx?IdPaxina=62713), ambos
para Windows. Los resultados de ambos grupos se compararon mediante métodos estadisticos
paramétricos (t-Student) o no (Mann-Whitney), de nuevo en funcion de la distribucion de la
variable y siempre considerando un valor p menor de 0,05 como nivel de significacion
estadistica.
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Resultados

RESULTADOS

|. ESTUDIO CLINICO EN PACIENTES CON HDC:

I.1. CARACTERISTICAS DE LA SERIE. MORBILIDAD ASOCIADA:

De los 34 pacientes con HDC, 20 (59%) eran varones y 14 (41%), mujeres, con edades
comprendidas entre los 6 meses y los 16 anos de edad, tal y como se resume en la Tabla IX del
apartado Material y Métodos correspondiente al estudio clinico.

Doce de los pacientes con HDC (35,3%), presentaban otras malformaciones asociadas, que se
resumen a continuacion:

#1 Clv
Estenosis pulmonar
Hipospadias

#9 Hemivértebra toracica

#13 Rinén multiquistico

#14 Vilvula aértica tricispide

#18 Estenosis pieloureteral

#19 Ectopia renal
Trisomia 22

#20 CIv. CIA 3
Malformacién cuerpo calloso
Clv

#24 Secuestro pulmonar
Agenesia renal

#25 Malformacion anorrectal
Sindrome Down

30 CIV. CIA

#31 Arco aértico derecho

#33 Anillo vascular complejo

Tabla XII: Malformaciones asociadas entre los pacientes del grupo HDC.
CIV: comunicacién interventricular. CIA: comunicacion interauricular. *El paciente 20 fue
diagnosticado de “Sindrome de Emanuel”:trastorno genético caracterizado por trisomia del
cromosoma 22, discapacidad intelectual grave, dismorfismo facial, cardiopatia congénita y
anomalias renales.

Durante el seguimiento de los pacientes en nuestras consultas confirmamos que 6/34 (17%)
padecieron procesos respiratorios manifestados como cuadros de bronquiolitis,
broncoespasmo 6 neumonias de repeticion durante los dos primeros ahos de edad, con una
tendencia a la mejoria progresiva en todos los casos.
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Dos pacientes (#I1 y #17) en los que se confirmé hipoplasia pulmonar gammagrafica,
requirieron tratamiento con oxigenoterapia domiciliaria durante el primer ano de edad,
presentando hiperreactividad bronquial y neumonias de repeticion durante su evolucion. En el
momento de la valoracion a los 7 y 8 anos respectivamente, ambos se encontraban
asintomaticos, sin limitacion respiratoria para sus actividades de la vida diaria y con buena
funcion pulmonar medida mediante espirometria, necesitando tratamiento Unicamente con
broncodilatadores a demanda y tratamiento corticoideo ocasional durante episodios de
broncoespasmo que coincidian con episodios alérgicos en uno de ellos (#11).

El paciente #24, con hernia derecha y secuestro pulmonar ipsilateral y en el que se practico
neumonectomia derecha asociada a la reparacion del defecto diafragmatico, presentd varios
cuadros de bronquiolitis y fue diagnosticado de hiperreactividad bronquial moderada durante el
primer ano de edad. En la actualidad recibe tratamiento episédico con budesonida y
broncodilatadores, aunque no en el momento de la inclusion en el estudio.

En cuanto a complicaciones digestivas, 19/34 pacientes (56%) presentaron clinica de RGE con
necesidad de tratamiento farmacoldgico y de éstos, 7/19 (37%) se trataron quirurgicamente
mediante la realizacion de una funfuplicatura de Nissen. Ademas, 3/34 pacientes sufrieron
cuadros de obstruccion intestinal, uno de ellos tras haberse ademas reintervenido por recidiva
de la hernia diafragmatica que habia sido tratada mediante sustitucion protésica.

En 3/34 pacientes se detectd retraso en la adquisicion del lenguaje oral y un caso fue
diagnosticado de trastorno de hiperactividad y déficit de atencion. No se diagnosticaron
problemas auditivos en ninguno de los pacientes de nuestra serie.

En 8/34 pacientes (22%) se detecto algun tipo de deformidad toracica con los diagnosticos de:
pectus excavatum (2), escapula alada (1) y escoliosis (5). Todos los pacientes con escoliosis se
encuentran en seguimiento por el Servicio de Traumatologia, no habiéndose indicado
tratamiento quirurgico en ninguno de los casos hasta el momento.

El grupo control, formado por 12 (60%) varones y 8 (40%) ninas, mostraban una distribucién
por edad y sexo similar la del grupo de nuestros pacientes (Tabla XIII). Ninguno de los
participantes del grupo control seguia tratamientos farmacolégicos;. Dos de los 20 (10%) tenian
clinica de broncoespasmo estacional coincidiendo con episodios alérgicos y una nina padecié un
cuadro de neumonia aislada a los 5 anos de edad. Tampoco se diagnostico RGE, retraso en el
desarrollo psicomotor, ni deformidades toracicas en este grupo.
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Edad (a) (Mediana; rango)

Sexo d Q

Peso < P, Talla < p,5
Peso (kg) Talla (cm)
media £ DE media £ DE

Desarrollo psicomotor

Sordera neurosensorial

RGE

Neumopatia

Deformidad toracica

3a (16-0,5) 4a
(20/34) (14/34) (12/20)
59% 41% 60%
22/34 11/31 1120
(65%) (35%) (5%)

16,67+£9,78 102,42+£26,27 23,45 + 14,20
3/34
0
19/34

6/34
(17%)

8/34

(16-0,9)
(8/20)
40%
2/20
(10%)
110,91 + 32,69
0
0
0
3/20
(15%)
0

Tabla XIIl. Resumen de las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los componentes de

ambos grupos.

1.2. FUNCION INMUNITARIA TIMICA:

ns

ns

p< 0,05
ns
ns

p< 0,05

ns

En cuanto a la cuantificacion del tamano de cada subpoblacidn linfocitaria en funcion de la edad,

respecto a valores tedricos de referencia

pacientes individuales:

369

, se encontraron algunas alteraciones puntuales en

- #HDC33: fue el paciente con mas hallazgos; se observaron alteraciones en los
linfocitos totales (2790/ul;15,7%) y en la mayoria de las subpoblaciones linfocitarias:;
CD3: 1450,8/ul; 52% (N=2500-5600/; 51-77%); CD4: 1060,2/l;38% (N=1800-4000/1d;
35-56%); CD4Ra: 585,9/ul; (N=1300-3700/pl) CD8: 334,8/ul;12%(N=590-1600/pl;12-
23%); CD8Ra: 334,8/ul (N=550-1400/pl).

- #HDCI: Linfocitos Totales: 1330/pl; 17,4% (N=1400-3300/.:|8-48%); CD4Ra :133/pl
(N=230-770/pl) y CD8Ra :212,8/pl; (N=240-710/pl)

- #HDC27: CD8Ra: 454, 1/l (N=490-1700 /pl)

- #HDC30: CD4Ra: 902 /ul (N= 1300-3700 /pl). Linfocitos B: 530,6/ul; 10% (N=430-

3000/pl; 14- 37%).

Ademas, se obtuvieron alteraciones puntuales Unicamente en las cifras porcentuales de
poblaciones linfocitarias aisladas:

- #HDC2: NK: 35%;(N=3-22%)
- #HDC7: CD8: 12% (N=16-30%)

- #HDC9: CD8: 43% (N=16-30%);

- #HDC | 6: Linf B: 34% (N=14-33%);
- #HDC28: NK: 21% (N=3-15%).
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Se descart6 el estudio del fenotipado linfocitario en el paciente #HDC26 por presentar cifras
anormalmente elevadas de leucocitos (27.910/pl) en probable relacion con episodio infeccioso.

En el grupo Control solo se detectaron variaciones de la cuantificacion absoluta linfocitaria en
la medicion puntual de los linfocitos B en el sujeto #C8 (Linfocitos B: 375/ul; N=390-1400/pl) y
en los linfocitos totales de #CI/6 (1780/ul; N=2300-5400/ul). En dicho grupo, se detectaron
ademas alteracion del porcentaje de los linfocitos T CD8 en #C3 (36%; N=18-35%). Todos los
participantes del estudio (HDC y Controles) mostraron un valor normal de 0% en la
cuantificacion relativa de la subpoblacion CD|1, correspondiente a timocitos corticales.

En el anexo IV se muestran todos los valores de los linfocitos totales, de las subpoblaciones
linfocitarias T y de los linfocitos B y células NK, correspondientes a cada paciente del grupo
HDC y a los controles.

Los resultados del analisis estadistico en relacién a la cuantificacion linfocitaria en valores
absolutos, obtenidos en M y DE, en ambos grupos, se resumen en la Tabla XIV. Como puede
observarse en dicha tabla, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos en la cuantificacién de linfocitos totales en el grupo de edad 2-6 anos (HDC:
3988,33+1294,45 vs Control: 2645+928,44, p=0,02 ); de CD8Ro en <2 anos (HDC: 88,8+76,99
vs Control: 243,28t141,14, p=0,04) y de Linfocitos B en el grupo de 2-6 anos (HDC:
856,431+436,53 vs Control: 479,29+184,26, p=0,02).
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LINFOCITOS T
<2 afios 3813,33 £ 1035 4052,77+ 1567,3 0,8
2-6 afios 2645 + 928,44 3988,33 + 294,45 0,02
>6 afos 2317,5 + 854,6 2335 +718,44 0,9

CD4

< 2 afos 1472,37 £ 501,3 1647,23 + 614,87 0,6
2-6 anos 1170,90 £ 502,81 1463,07 + 858,66 0,5
>6 afos 941,06 + 160,36 783 +272,7 0,2

CD4Ro

< 2 afos 428,86 £9,8 342,77 +152,9 0,1
2-6 anos 299,01 + 63,88 321,63 £ 125,5 0,6
>6 anos 374,71 £ 143,53 279,6 £ 25,8 0,13

<2 afos 513,62 + 286,23 646,2 £+ 310,65 0,48
2-6 anos 602,03 + 252,98 774,85 £ 313,15 0,24
>6 afos 557,11 +£220,89 455,76 + 288,93 0,47

Linfocitos B

< 2 afos 476,88 + 181,86 651,15 + 390,95 0,37
2-6 anos 479,29 + 184,26 856,43 + 436,53 0,02
>6 afos 321,46 + 86,67 391,27 £ 141,10 0,38

Tabla XIV.- Cuantificacion de las poblaciones linfocitarias medidas por citometria de flujo en
los pacientes con HDC y en los Controles. Los valores se muestran en mediatdesviacion
estandar. La columna de la derecha muestra el valor p del test estadisitco de comparacién entre
Pacientes y Controles para cada subpoblacion. Linfocitos T: linfocitos totales.
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1.3. METABOLISMO FOSFOCALCICO:

Los niveles plasmaticos de calcio y fosforo fueron normales en todos los pacientes. En orina, los
niveles de fofatos tampoco presentaron alteraciones, y en cuanto al calcio, tanto la calciuria de
24h como el calcio en orina de miccion calculado mediante el indice Ca/Cr,, se situaron
dentro de los niveles de normalidad de nuestro laboratorio. El valor medio del indice Ca_/Cr,
en el grupo de pacientes con HDC fue de 0,18+0,15 mg/mg y en los controles 0,18%0,12 mg/mg
(n.s.). Todos los pacientes y controles del estudio presentaban una buena funcién renal,
estimada segun el filtrado glomerular (FGE), que fue >90 ml/min/1,73m’ en todos los casos. Los
resultados de todos estos parametros se resumen en las Tablas XV a XVII.

La Paratohormona (PTH,) en plasma estaba elevada en dos pacientes (#HDCI1=126 pg/ml y
#HDC33=100 pg/ml), que ademas tenian niveles insuficientes de vitamina D;: 5ng/ml y 20ng/ml,
respectivamente. En otros dos la PTH, era inferior al valor normal (#4DC7=10 pg/ml: #HDC9=7
pg/ml), con niveles suficientes de vitamina D, (63 ng/ml) en HDC7 y niveles insuficientes (21
ng/ml) en el paciente #HDC9. El resto de los pacientes mostraron niveles correctos de PTH.
Dos ninos del grupo control mostraron bajos niveles de PTH, (#Cl14: 6 pg/ml y #Cl15: 8 pg/ml)
con niveles suficientes de vitamina D, (60 ng/ml y 59 ng/ml, respectivamente).

La vitamina D, estaba en niveles insuficientes (<30 ng/ml) en 24/34 (70%) pacientes y en 9/19
(47%) controles, con valores medios de vitamina D; de 26,26%11,6 ng/ml y 32,36+15,68 ng/ml,
respectivamente, (n.s.).

La Calcitonina se encontré elevada en dos pacientes (#HDC23= 16,9 pg/ml y #HDC34= 12,8
pg/ml en 22/34 (65%) se informdé como indetectable (NSD) y en 10/34 con valores dentro de
los limites normales. En el grupo control, 13/20 (65%) tenian cifras indetectables de CT y en el
resto éstas eran normales.

En cuanto a los Parametros de Formacién Osea, 4/30 pacientes mostraron niveles elevados de
FA (#HDCl6= 339 UI/L, #HDC28= 290 UI/L, #HDC31= 297 UI/L y HDC34= 290 UI/L) y en 16/31
(52%) se detectaron niveles elevados de Osteocalcina. En el grupo control, 3/20 mostraron
elevacion de F.A y 14/18 (77%), de osteocalcina. Los niveles medios de osteocalcina en los
pacientes eran de 16,51+10,43 ng/ml y en los controles 19,97+10,19 ng/ml, (n.s.).

1.4. MINERALIZACION OSEA

Se realizaron densitometrias oseas en 26/34 (76%) pacientes con HDC. Se descarto la
realizacion de dicha prueba en 5 de ellos por tener edades inferior a | ano, 2 rechazaron su
participacion y otro paciente fallecié durante su seguimiento en el protocolo clinico. En la
Tabla XVIII se resumen los hallazgos obtenidos en las densitometrias de cada paciente.

Se confirmé disminucion de la masa 6sea en |1/26 (46%) pacientes con HDC. Se detectd
osteopenia (Z-score entre -1 y -2,5) en 5/26 pacientes (#HDC2=-1,42, #HDC8=-1,01,
#HDCI |1=-1,3, #HDCI|7=-1,4, #HDC21=-1,52 ). Uno tenia un Z-score en el limite entre
osteopenia y osteoporosis (#HDCI13=-2,4) y 5/26 padecian osteoporosis con Z-score por
debajo de -2,5 DE (#HDC3= -3,07, #HDC7=-3,20, #HDCI8=-2,62, #HDCI9=-3,21 y
#HDC28=-3,3 ).
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#1 9,7 126 |54 5
-———_-I 3-

-———_- ! 9-
-———_-44-

11,5
-—————
#11 17,3

-———_-22 3

#13

-———_-25 4-

#15 NSD 19,3

-——-339-__

#17 NSD 230

#19

-———_-I 5-

#21 NSD

#23 22 5

-———_-23-

#25

-———_-0 6-

#27 167

-——-290-_-I 3 8-

#29

-———_-I 2-

#31 NSD

#33 NSD 140 19,6

--'2,8-_-290-_-22,4-

Tabla XV - Resultados de la medicion de las hormonas calciotropas participantes en el
metabolismo fosfocalcico en los pacientes con HDC.: Calcitonina, PTH; y vitamina D; y de los
parametros de formacion 6sea: F.Alcalina y Osteocalcina, En la cabecera de la tabla se
muestran los limites de normalidad establecidos por nuestro laboratorio (HU La Paz).
Notese que en la columna relativa a la Osteocalcina se representan entre paréntesis los
valores de normalidad para la poblaciéon adulta, aunque en la poblacién pediatrica se
consideran normales valores de hasta 22 ng/ml. Los datos resaltados se corresponden con
valores fuera de los limites de normalidad definidos por nuestro laboratorio.
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89,39

1

91,21

,

0,021 5,6 94,06

----0 08-__
---———

88,74

#11

----O 002-__

#13 5 87,95

#15 85,32

#17 86,56

#19 4 4,5 85,31

#21 52 87,35

----0 05-——

#23

#25 I1m

#27 I5m 9,4 85,05

#29 18m 9,5 79,02

#31 10m 9,9

#33 6m 9,6 4,8 85,92

----0 02-__

Tabla XVI .- Resultados de los principales iones participantes en el metabolismo
fosfocalcico: calcio y fosforo, en los pacientes con HDC.(*) Cociente calcio /creatinina,
(mg/mg) en orina de miccion: parametro utilizado para la medicion de la excrecion urinaria de
calcio. Se tuvieron en cuenta los valores maximos de referencia en funcion de la edad de cada
paciente (guias K/DOQI) tal y como se explica en el apartado material y métodos del estudio
del metabolismo fosfocalcico (tabla xx).Todos los pacientes tenian calciurias <4 mg/kg/24h,
consideradas normales.(**) Los valores de referencia de fosfato sérico para cada edad se
resumen en la tabla IV (apartado material y métodos). En el grupo de edad > 12 afios, se
tomaron como referencia los dados por nuestro laboratorio (Tabla Ill).

RTP: Resorcion tubular de fosfato
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17,7

_____-20 ‘I

42,1

133

___-3 ! 3-——

220 28,9

___-279-_-25 6

29,9

_____-28 6

14,2

268

___-273-_-2'-

155

__-6-__-I 7 8-

25,2

_____- 4

15,2

______
_____-I ; 4-

Tablas XVII a,b.-Resultados de los principales parametros del metabolismo fosfocalcico en
los nifios del grupo Control. a)Valores de las hormonas calciotropas: Calcitonina, PTH; y
vitamina D; y de los parametros de formacion ésea: F.Alcalina y Osteocalcina, en el grupo
Control. En la cabecera de la tabla se muestran los limites de normalidad establecidos por
nuestro laboratorio. Los valores de referencia mostrados en la tabla para la Osteocalcina se
refieren a la poblacion adulta. Los limites normales correspondientes en la poblacién pediatrica
son <22ng/ml. Los datos resaltados representan valores fuera de los limites de normalidad.

—-&—9%
RN A
—-——
—-——
—-——
—--—

IIm

Tabla XVIIb.- Resultados de los parametros referentes al calcio sérico y excrecién urinaria de
calcio en el grupo Control. Todos los participantes de este grupo presentaban valores normales
de fosforo sérico y RTP para cada edad.
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114

-2,07

-1,44 12 -1,1 0,558 -3 07

0,654

’ ' ’

<l -2,47 -1,9 -I ,28

42 -0,21 1,49 0,752

’

-1,87 0,536

0,452

0,463

-5,04 0,412

22 -0,38 0,395 -3 21

-0,21 -0 0,413 -1,528

0,403

<l -3,01

-0,47 -0,31 0,449 -0,6375

-0,88 -1,05 0,383 -0,28

0,02 -0,24

-2,31 -2,12

Tabla XVIII.- Resultados del estudio de mineralizacion 6sea en los pacientes del grupo

HDC. En cada caso se ofrecen los datos de peso (Percentil y Desviacion Estandar), talla,

DMO a nivel L,-L, expresados en g/cm? y Z-score correspondiente. Las celdas resaltadas
representan cifras de osteopenia u osteoporosis. ND: no disponible



Resultados

2. ESTUDIO HISTOLOGICO DEL TIROIDES EN AUTOPSIAS DE
PACIENTES CON HDC

El tamano de las muestras tiroideas examinadas en los pacientes con HDC y en los controles
fue similar con una superficie tiroidea total uniforme en ambos grupos

(CDH=73,99+22,69mm? Controles=70,56+22,96 mm? n.s.).

Superficie Tiroidea Total

S (mm?) 110
100 1

90 4

80 4

70 1

60 -

50 -

40

Control HDC

Figura 37: Diagramas de cajas que muestra las superficies (mm?) de las preparaciones
tiroideas de ambos grupos de estudio. Como puede observarse, las muestras pueden
considerarse homogéneas, con tamafos que no demuestran diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05).

Las CC mostraban una disposicion normal, con acimulo de las mismas en las regiones centrales
de ambos l|obulos tiroideos y escasez en las zonas periféricas de los mismos; segin la
distribucién teérica descrita en el humano®*® >** (Figuras 39 y 40).

Se demostré una menor tincion de los tiroides pertenecientes a los pacientes con HDC, que se
expres6 como una disminucion = significativa del porcentaje de la  superficie
inmunohistoquimicamente tenida con anticalcitonina en relacion a la superficie tiroidea total en
estos ninos en comparacion con el grupo control (0,035+0,030% vs 0,072+0,052%, p<0,05).

161
141
A2+

1-
.08
061
.04]

027
0

S tednida (%)

Control HDC

Figura 38: Diagrama de cajas que representa la proporcion de superficie tiroidea tefida con
anticalcitonina en ambos grupos, Se demuestra una menor tincién en los tiroides de los
pacientes con HDC.
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CONTROL

Figura 39.- Seccién de parénquima tiroideo perteneciente a un RN del grupo control. Tincién
inmunohistoquimica con Anticuerpo anticalcitonina que tifie las células C productoras de calcitonina. La
imagen se tomé de la zona central de uno de los I6bulos tiroideos, donde se localiza la mayor cantidad de
CC, y por lo tanto, hay mayor densidad de tincion. Magnificacion: 20x.

-
2

PN
¥

o

Figura 40.- Seccion de parénquima tiroideo perteneciente a un RN del grupo HDC. Tincién
inmunohistoquimica con Anticuerpo anticalcitonina. Se observa una importante disminucion de areas
tefiidas en comparacion al la Figura 37 (Control). Escala: 100 pm. Magnificacion 20x.
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3. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN RATAS. MALFORACIONES
CERVICOTORACICAS.

3.1. ANIMALES DE ESTUDIO. GLANDULA TiMICA:

Se obtuvieron 162 fetos, producto de las gestaciones de las 14 ratas gestantes incluidas en el
estudio: 9 tratadas con nitrofen, y 5 del grupo Control a las que se administré placebo. Se
obtuvieron un total de 99 fetos de las madres tratadas con nitrofen y 63 de las del grupo
Control. De los fetos del grupo tratado, 68 (68,6%) tenian HDC. Estos fetos con HDC eran
mas pequenos que los del grupo control, con pesos significativamente menores (peso medio:
4,510,26g vs 5,310,2g, respectivamente; p<0,05). Se eligieron de forma aleatoria y provenientes
de todas las madres gestantes, |9 fetos con HDC y || del grupo Control para su estudio
anatomico posterior.

En los animales del grupo control no se identificaron malformaciones en ninguno de los 6rganos
estudiados y su anatomia cervicotoracica, cardiovascular y abdominal presentaba una

disposicion normal equivalente a la tedrica descrita en los atlas de anatomia de la especie
murina298, 299, 372-374

La localizacion del defecto diafragmadtico en los fetos con HDC fué izquierda en 10, derecha en 7
y bilateral en 2. En las HDC derechas el contenido herniario lo formaba el I6bulo hepatico
derecho y en las de localizacion izquierda el I16bulo hepatico izquierdo y el estdmago. En las
HDC izquierdas el orificio diafragmatico midié un tamano medio de: 6,45%[,3Imm (T) x
5,44%1,03 mm (S) y en las de localizacion derecha: 6,73+0,62 mm (T) x 4,16+0,86 mm (S). En
las HDC bilaterales, solo se observé un minimo rodete diafragmatico anterior. En ninglin caso
se identifico saco herniario.

En los fetos con HDC, el timo era menos globuloso y homogéneo que en los controles, con
areas centrales de senal grasa, mas evidentes en las proyecciones axiales. Las dimensiones
timicas medias en el grupo HDC fueron: 2,91x1,1x2,5mm (LxAPxT) y 4x1,3x2,8mm en el grupo
Control, confirmandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,0/), mas acentuadas en
el plano longitudinal (Figura 41).

mim mm -
HDC Control HDC Control HDC Control

Longitudinal AP Transversal

Figura 41.- Grificos que muestran las dimensiones del timo en los distintos planos espaciales:
longitudinal, anteroposterior (AP) y transversal. Se demuestra un menor tamafo timico, con
diferencias estadisticamente significativas en todos los planos (¥*=p<0,01) en los pacientes con

HDC.
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3.2. SISTEMA RESPIRATORIO:

Arbol Traqueobronquial: En 6/19 fetos con HDC se detectaron anillos traqueales irregulares y en
4/19 dilataciones segmentarias en los bronquios principales. Dos fetos con HDC derecha
mostraban dilatacion del bronquio principal derecho, | con HDC izquierda presentaba
dilatacion del bronquio principal izquierdo y en un caso de HDC bilateral se demostro
dilatacion bronquial bilateral.

Pulmones: en 13/19 animales con HDC (5 derechas y 8 izquierdas) el parénquima pulmonar del
lado del defecto diafragmatico se presentaba mas compacto, poco aireado y de menor tamano,
traduciendo hipoplasia pulmonar ipsilateral, mas acentuada en los lobulos pulmonares
superiores. En 4/19 (2 D y 2 |), estos cambios hipoplasicos eran claramente bilaterales. En uno
de los casos bilaterales se diagnostico hipoplasia pulmonar bilateral y en el otro izquierda. En las
hernias diafragmaticas izquierdas, se observo hipoplasia o incluso ausencia del l6bulo pulmonar
retrocardiaco, mientras que en las de localizacion derecha, éste tenia una apariencia normal. En
ningun animal del grupo control se encontraron alteraciones pulmonares.

3.3. APARATO CARDIOVASCULAR:

La RM permitid el estudio detallado y de alta resolucion con reconstrucciones multiplanares de
las cuatro camaras cardiacas, y de sus polos arterial (derivado de los arcos aorticos) y venoso.
Se diagnosticaron 27 malformaciones cardiovasculares en |5 de los 19 fetos con HDC (78%),
que quedan resumidas en la Tabla XIX.

3.3.1. GRANDES VASOS ARTERIALES:

La afectacion del arco adrtico en forma de Arco Adrtico Derecho (6), Ductus Arterioso
Persistente Derecho (), Arteria Subclavia Derecha Aberrante (4) y Coartacion de Aorta (I),
junto a los defectos septales ventriculares (5), fueron las mas frecuentes. Ademas se
diagnosticaron 4 anillos vasculares completos formados en tres ocasiones por la combinacion
de Arco Aortico Derecho y Ductus Arterioso lzquierdo, y en otra por la existencia de un
Ductus Arterioso Derecho en un feto con un arco aértico izquierdo. En tres de los animales en
los que se diagnostico una Arteria Subclavia derecha Aberrante, ésta coexistia con un arco
aortico derecho contribuyendo al anillo vascular, con importante compresion traqueal y
esofagica. Y en el otro caso aparecia en un feto con un arco aértico izquierdo, formando un
anillo vascular incompleto. En 3 casos se confirmo la existencia de diverticulo de Kommerell.

Otros diagnodsticos malformativos cardiovasculares fueron: Tetralogia de Fallot (3) e Hipoplasia
de Arteria Pulmonar (2). En el estado embrionario en el que se examinaron los fetos (E21), el
Ductus Arterioso era patente enl8/19 animales con HDC y en 8/1 | controles, con un diametro

transversal medio de 0,28+0,20 mm y 0,35+0,2]1 mm, respectivamente.
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Arco Aortico Derecho

Defectos septales ventriculares (CIV)
Anillos vasculares complejos

Arteria Subclavia Derecha Aberrante
Tetralogia de Fallot

Hipoplasia Arteria Pulmonar
Coartacion de Aorta

Ventana aorto-pulmonar

Ductus arterioso derecho

_——_——_ N W A N U1 O

Tabla XIX.- Resumen de las malformaciones cardiovasculares diagnosticadas en los fetos
con HDC (15/19:78%). Dichas malformaciones se enumeran por orden de frecuencia de
aparicion.

3.3.2. CORAZON:

Los diametros medios de la AD fueron de 1,311£0,25mm(AP) x 2,05+0,52mm(T) en los animales
con HDC y de 1,59+0,18mm(AP) x 2,58+0,25mm (T) en los controles; y los de la Al:
0,69+0,12mm(AP) x 1,45+0,28mm (T) y 0,96+0,4mm (AP) x 2,06+0,40mm (T) en animales con
HDC y controles, respectivamente.

En los fetos con HDC la pared del VD tenia un espesor de 0,40+0,10mm, la del VI
0,50£0,09mm vy el septo interventricular (SIV) 0,70+0,12mm. En los controles estas medidas
eran 0,28+0,09mm (VD), 0,4620,15mm (VI) y 0,75+£0,21mm (SIV).

En el estudio estadistico analitico se demostraron diametros significativamente menores de
ambas auriculas (didametros AP y T en la Al y diametros transversales en la AD) en los animales
con HDC (p<0,05). El ventriculo derecho era significativamente mayor en los fetos con HDC
(p<0,05). El Vl'y el SIV eran similares en ambos grupos (Tablas XX-XXII).

En 4/19 casos con HDC se detecto hipertrofia ventricular y en 3/19 (I HDC de localizacion
derecha y 2 izquierda) hipoplasia cardiaca.

No se observaron defectos septales auriculares ni alteraciones a nivel de las valvulas
auriculoventriculares en los fetos con HDC. No se diagnosticé ninguna malformacion
cardiovascular entre los animales del grupo control.

En la Tabla XXIIl se enumeran las malformaciones cardiovasculares, referidas al corazon y los

grandes vasos arteriales, diagnosticadas en cada feto con HDC. Las anomalias venosas se tratan
en otro apartado.
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1,31+ 0,25 2,05 £ 0,52 1,59 +£0,18 2,58 £ 0,25

Tabla XX. -Dimensiones de los diametros auriculares en los grupos HDC y Control.
Valores en medias y DE.

VD 04+0,10 0,28 + 0,09
SIvV 0,70+ 0,12 0,75 +£ 0,21

Tabla XXI. Valores del grosor de las paredes ventriculares y del septo interventricular
(SIV). Valores en medias y DE.

AP 1,31+ 0,25 1,59+ 0,18 0,14

0,40+ 0,10 0,28 + 0,09 0,0
0,70 £ 0,12 0,75 0,21

Tabla XXII. Comparacién de los diametros cardiacos entre los fetos con HDC y los
controles.



#3 ---- ---- NO NO SI s e
Hipoplasi
ipoplasia

#5 SI ---- SI NO NO SI PI\DP/PAO

Hipoplasia cardiaca

Dilatacion bronquio (D/I)
Acodadura API

— cermy Dilatacion bronquio |

- Coartaciéon Aorta

#9 B ---- ---- 1 I NO SI NO I S|

Tabla XXIII.- Resumen de las malformaciones cardiovasculares detectadas mediante RM en cada feto con HDC. I: izquierda; D: derecha; B: bilateral. CIV:
comunicacion interventricular. TF: Tetralogia de Fallot; Arco Ao: Arco Adrtico; DAP: Ductus arterioso persistente; NOPT: estenosis del tracto de salida
pulmonar (“narrow outflow pulmonary tract” ); ASA: Arteria subclavia aberrante. AP: Arteria pulmonar. API: Arteria pulmonar izquierda.
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3.3.3.- SISTEMA VENOSO SISTEMICO CERVICOTORACICO

Los estudios con RM permitieron identificar las principales venas sistémicas de las regiones
cervical y toracica. asi como el trayecto de la VCI en la cavidad abdominal, tanto en los
Controles como en los fetos con HDC.

Las venas sistémicas seguian el patrén anatomico tedrico descrito en la especie murina””*” en
ambos grupos. Se comprobo el mayor tamano de las Venas Yugulares Externas con respecto a
las Internas, formadas a partir de las Venas Facial Anterior y Posterior. Se distinguia bien su
union a las venas axilares para formar las Venas Subclavias. Asi mismo, se identificaba la union
de las Venas Yugulares Internas a las Venas Subclavias correspondientes en cada lado, para
formar las Venas Cavas Superiores derecha e izquierda. Los minimos diametros transversales
de estas Venas Yugulares Internas impidieron su medicion exacta en 7/19 fetos con HDC y en
3/11 del grupo Control.

Figura 42.-RM de un feto del grupo Control. Cortes axiales. A: Se demuestra el mayor calibre
de las VYugulares Externas con respecto a las VYugulares internas.. En la Figura B se observa la
confluencia de las V Yugulares Externas con las Vv Axilares para formar las V Subclavias en ambos
lados (**).

En todos los fetos, tanto en los del grupo HDC como en los controles, se identificaron las dos
Venas Cavas Superiores, derecha e izquierda (derivada ésta ultima de la vena cardinal anterior
izquierda, que a diferencia de los humanos, no regresa en la especie murina), que drenaban los
territorios de la cabeza, cuello y miembro superior de cada lado corporal en la auricula
derecha, a través del seno venoso en el lado izquierdo.
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Figura 43.- RM en un feto del grupo Control en el que se muestran las principales venas
sistémicas de la region toracica. Se observa la presencia de dos Vv. Cavas Superiores simétricas,
que en el lado izquierdo drena a la auricula derecha (AD) a través del seno venoso (SV). La Vena
Acigos lzquierda (V.Azl) se une a la VCSI para desembocar ambas en la auricula derecha. VCSD:

V.Cava Superior Derecha. VCSI: V.Cava Superior Izquierda. VCI: V.Cava Inferior.

Se confirmé también que la vena Acigos discurria a la izquierda de la columna vertebral y
desembocaba en la Cava Superior lzquierda, para drenar ambas en la auricula derecha a través
del seno venoso.

Debido al minimo calibre de la vena Acigos derecha (Vena Hemiacigos), ésta se identificd solo
en 7/19 fetos con HDC y en 4/1 | Controles, siendo menor la diferencia de calibre entre ambos
lados en los controles que en el grupo HDC. La vena Acigos derecha cuando existia drenaba en
la VCSD.
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Figura 44.- Corte axial de RM de un feto con HDC izquierda en el que se puede observar el mayor

calibre de la V.Acigos lzquierda con respecto a la del lado derecho. Ambas desembocan en la V.Cava

Superior ipsilateral, para su drenaje en la auricula derecha; a través del seno venoso en el caso de la
V.Cava Superior lzquierda.

Figura 45.- Imagenes de RM en feto Control obtenidas en cortes sagitales. Se observa la
desembocadura de las Vv Acigos en las Vv Cavas Superiores ipsilaterales ; y el mayor calibre de la
V. Acigos del lado izquierdo.

Los valores resultantes de la medicién de las venas sistémicas segun su diametro transversal (T)
y relacionados con la medida T3-T5 en cada caso, se calcularon en medias y DE y se exponen
en la Tabla XXIV.
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Seglin estos resultados, se pudo demostrar que las venas sistémicas del territorio
cervicotoracico de los fetos con HDC eran de menor tamano en su diametro transversal que
las correspondientes de los fetos del grupo Control. Dichas diferencias fueron mayores en el
caso de la Vena Yugular Externa izquierda, las Venas Braquiocefilicas, la Vena Cava Superior
derecha y la Vena Acigos izquierda, en las que los valores de comparacion demostraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). La disminucién en el tamano de estas venas
no guardaba relacion con la localizacién del defecto diafragmatico.

V. Yugular externa derecha 0,26 £ 0,12 0,20 £ 0,75
V- Yuglr excerna izquierda  024£008  0l7xozs’
V. Yugular interna derecha 0,08 + 0,06 0,10 +£0,23
V. Yugulerinterna fzquierda 009301 0098003
V. Innominada derecha 0,28 + 0,04 0,24 + 0,57
V.lnnominada izquierda 0268005 021x063°
V. Cava superior derecha 0,32 + 0,04 0,28 + 0,70
V.Cavasuperior izquierda 031005 026:093
V. Acigos (l) 0,19 £ 0,03 0,12 +0,04"

Tabla XXIV. -Dimensiones (mm) de las venas del territorio cervicotoracico en fetos con HDC y
Controles.Valores segun el plano transversal (mediastDE). Los diametros absolutos se corrigieron
en relacion a la longitud T3-T5 en ambos grupos. *=p<0,05

Las Figuras 46 y 47 muestran algunas imagenes de RM en fetos con HDC que demuestran
anomalias venosas en el territorio cervicotoracico.

Figura 46.- Imagen de RM de un feto con HDC derecha en una seccion coronal. Se
observa la asimetria en el calibre de ambas Yugulares Externas, con hipoplasia izquierda.
Notese el menor tamaio de la VYID con respecto a la VYED, tal y como se dispone
normalmente en la especie murina. VYE D: V:Yugular Externa Derecha. VYE |: Vena
Yugular Externa lzquierda. VY| d: Vena Yugular Interna derecha.

125



Ana Lourdes Luis Huertas. Tesis Doctoral

[

Figura 47.- Corte axial de RM obtenida en feto con HDC izquierda. Se demuestra la
diferencia de tamano entre ambas Vv. Cavas Superiores. En dicho feto se diagnostico
ademas la existencia de un arco aértico derecho (AAoD) y ductus arterioso persistente
(DAP), que formaban un anillo vascular completo alrededor de la traquea y el eséfago.

3.3.4. VENA CAVA INFERIOR:

Se observé una diferencia muy marcada en el calibre de la vena cava inferior abdominal a nivel
infrahepatico en ambos grupos, siendo aproximadamente |/3 menor en la region inferior a la
confluencia de las vv suprahepaticas en comparacion con la zona superior de la desembocadura
de las vv suprahepdticas. En todos los animales, la VCI presentaba una disposicion lateral
caracteristica en su union con las Venas Suprahepaticas, a modo de drenaje latero-terminal.

Figura 48.- Imagen de RM de un feto Control de la region abdominal. Seccion sagital. Se
muestra la disposicion de la V.Cava Inferior a nivel suprahepatico distal a la desembocadura
de las Venas Suprahepaticas) e intrahepatico. Obsérvese el menor calibre de la VCI
infrahepatica
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Figura 49 - Imagen en el plano sagital de un feto del grupo Control en el que se muestra la
anatomia normal de esta especie animal. Es patente el menor tamaiio de la V.Cava Inferior a
nivel infrahepatico (VCI-Ih); asi como la unién latero-terminal entre la VCl y la
V.Suprahepaitica Izquierda (VSHI). VCI-Sh: V.Cava Inferior Suprahepatica (distal) a la
confluencia de las Vv. Suprahepaticas. VvP-Al: Venas Pulmonares en la entrada en la auricula
izquierda. VCSD: V.Cava Superior Derecha. *V.Azl: V.Acigos Izquierda. VCSI: V.Cava
Superior Izquierda. VYli: V.Yugular Interna izquierda. VYEI: V.Yugular Externa lzquierda.

Segun la localizacion de la HDC, la VCI mostraba variaciones en su disposicion y trayecto. Asi,
en las HDC derechas, la Vena Cava Inferior aparecia acodada “en cayado de pastor” en las
proyecciones sagitales, en la region inferior (proximal) a la confluencia de las venas
suprahepaticas acompanando a la herniacion del higado; mientras que la regidon suprahepatica
seguia un trayecto normal, sin herniacion de esta zona mas proximal.

En las hernias izquierdas, se apreciaba un desplazamiento global de todo el mediastino a la
derecha, con incurvacion lateral derecha de la VCI, sin observarse alteraciones de su calibre. En
los dos casos de HDC bilateral, la VC| presentaba una disposicién anatémica normal,
comparable a la visualizada en los controles.
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Figura 50.- Imagenes de RM en seccion sagital que muestran la disposicion de la V. Cava
Inferior en los fetos con HDC. A.- Feto con HDC derecha, en la que se observa la porcién
infrahepatica (VCI-lh) elevada y angulada, y la porcién suprahepatica (VCI-Sh) con una
disposicion anatomica normal. La flecha gruesa muestra la union entre estas dos regiones de la
VCI. Las tres flechas finas representan el borde diafragmatico derecho, que cuando desaparece
produce la herniacién hepitica; y el asteristico (*): el I6bulo retro-cava disminuido de
tamano.La figura B se corresponde con una HDC Izquierda, en la que se observa la hipoplasia
de la VCI, con una disposicion normal en todo su recorrido.

A nivel toracico, la VCI discurria entre el parénquima pulmonar en los animales del grupo
Control, trayecto no visible en los casos de HDC derecha, en los que ésta tenia un recorrido
exclusivamente hepatico.

Los diametros transversales de la VCI en la porcion suprahepatica fueron de 0,97+0,23mm en
los fetos con HDC vs 1,09+0,I9mm en los Controles en HDC (n.s.). A nivel infrahepatico, la
VCI en su eje anteroposterior demostro ser significativamente mayor en los fetos del grupo
control: 0,41+£0,09mm vs 0,3+0,12mm (p= 0,01).
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3.3.5. VENAS PULMONARES:

Se observo que el flujo pulmonar drenaba a partir de tres venas pulmonares principales: Vena
Pulmonar Superior (derecha e izquierda) y una Vena Pulmonar Inferior, con trayecto vertical
procedente de ambos I6bulos inferiores y del I6bulo retro-cava, que conectaba finalmente con
la vena pulmonar superior izquierda. Estas tres venas confluian a modo de “tridente” y a través
de un colector comun, drenaban en la auricula izquierda, con un trayecto anterior a la VCSI.

Figura 51.- Disposicion anatomica normal de las Venas Pulmonares en la rata. De forma
caracteristica, laslas Vv Pulmonares se disponen en forma de “tridente” para desembocar en
un colector Unico en el influndibulo de la auricula izquierda (Al). VPID: V.Pullmonar Inferior
Derecha. VP-pc: V.Pulmonar del I6bulo retro-cava. VPII: V.Pulmonar Inferior Izquierda. VPSI:

V.Pulmonar Superior Izquierda. VPSD: V.Pulmonar Superior Derecha. APD: Arteria Pulmonar
Derecha. API: Arteria Pulmonar Izquierda. VCDS: V. Cava Superior Derecha. VCSI: V.Cava
Superior lzquierda. Ao: Aorta.

En 6/19 fetos con hernia diafragmatica (5 HDC derecha y | HDC izquierda), se observé una
variacion en este patron de drenaje pulmonar, en el que la vena de drenaje del I16bulo pulmonar
superior derecho aparecia desplazada con respecto al inferior comun. Segin esta distribucion,
se confirmé la existencia de dos venas derechas (anterior y posterior) y una vena izquierda.

El diametro medio transversal del colector pulmonar fue significativamente menor en los fetos

con HDC (0,4£0,Imm vs 0,5640,I8mm, p< 0,05). En ninglin caso se diagnostico drenaje
pulmonar anémalo.
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Este trabajo supone una nueva evidencia de que el amplio espectro de malformaciones
craneofaciales, cardiacas y de los 6rganos cervicales derivados de las bolsas faringeas (glandulas
paratiroides, timo y porcion parafolicular del tiroides) que acompanan a la HDC, tiene un
origen neurocristal comun. Dicho espectro es idéntico o muy parecido al que existe en otras
enfermedades en las que existe un fallo embriogénico de la CN, como la Atresia de Esofago, las
cardiopatias troncoconales o el sindrome de Di George. Nuestros hallazgos, unidos al
descubrimiento mas reciente de alteraciones en otras estructuras neurocristales como la
inervacion vagal entérica o del arbol traqueobronquial, sustentan la hipotesis del importante
papel de la CN tanto en la génesis de la propia HDC como de sus malformaciones
asociadasSO,Sl,l3|,I60,I6I,375‘

El modelo experimental de HDC inducida con nitrofen ofrece la posibilidad de reproducir en
ratas en condiciones controladas de laboratorio, la misma enfermedad del humano. No sélo en
cuanto a la presencia de orificio diafragmatico e hipoplasia pulmonar, sino también en lo que
respecta a muchas malformaciones que componen el espectro malformativo de la HDC.

Sin embargo y a pesar de este paralelismo, algunas alteraciones descritas en los roedores no
estan presentes o al menos no habian sido demostradas en el humano. Esto ocurre, por
ejemplo, con la disminucidon de células C tiroideas o las anomalias del timo y las glandulas
paratiroides. La dificultad de este estudio por razones de disponibilidad de material o por el
caracter subclinico de sus consecuencias, nos ha animado a su investigacion a través de un
diseno clinico doble: un estudio caso-control en pacientes supervivientes y una valoracion
histologica tiroidea en autopsias de ninos fallecidos con HDC.

En este sentido este trabajo demuestra la existencia de alteraciones evidentes en la distribucion
de las células C tiroideas en el material necropsico. Sin embargo, el estudio clinico en
superviventes no ha podido confirmar claras anomalias, pues las variaciones en las poblaciones
linfocitarias o en el metabolismo fosfocalcico difieren poco entre los pacientes con HDC y los
pertenecientes al grupo control. Ocurre lo mismo con las variaciones de la masa osea
detectadas en determinados pacientes con HDC, que hay que interpretar individualizadamente
por asociarse en muchos de ellos a antecedentes clinicos que pueden justificarlos.

A pesar de esta falta de hallazgos, el diseno del estudio nos ha permitido identificar a una
proporcion no desdenable de pacientes con osteoporosis o en riesgo de padecerla y a otros en
situacion de desnutricidn, asi como una mayoria con niveles deficitarios de vitamina D. Todo
ello ha repercutido en un mejor control y en la protocolizacion del seguimiento de los
pacientes supervivientes con HDC.

La segunda parte del trabajo, el disefno experimental en animales de laboratorio, describe de
una manera muy grafica numerosas malformaciones venosas derivadas de una posible
organogénesis anormal de la CN. La técnica usada (la Micro-Resonancia Magnética), ademas, se
ha mostrado como un método no invasivo, reproducible y fiable del resto de malformaciones
cardiovasculares y pulmonares asociadas al defecto diafragmatico.

A continuacion describimos los hallazgos del trabajo a la luz de la literatura existente.
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1. ESTUDIO CLINICO:

La primera revision o visita del paciente a la Consulta Externa ha permitido conocer las
caracteristicas epidemioldgicas y clinicas, asi como las complicaciones de nuestros pacientes
con HDC durante el periodo de estudio, que han sido las esperables y coincidentes con lo que
se observa en la practica clinica diaria y con lo publicado a este respecto ' % 12%376.377,

De esta evaluacion ha resultado un estudio descriptivo de nuestra poblacion con HDC, que
aunque no era uno de los objetivos de este trabajo, ha sido crucial para situar en el tiempo a
cada paciente en el protocolo clinico (anexo Ill) y por otra parte, ha desvelado datos
importantes necesarios para valorar y contextualizar los resultados obtenidos en los estudios
de cuantificacion linfocitaria, de la homeostasis fosfocalcica, y en la interpretacion de los
resultados de las densitometrias oseas, como se vera en cada apartado.

No obstante, la naturaleza descriptiva y retrospectiva de esta valoracion, con una muestra que
no incluye a todos los pacientes con HDC pertenecientes al periodo de estudio, con una
distribucion heterogénea en edad y, por lo tanto, con distintos periodos de seguimiento,
suponen una limitacion de esta parte clinica del proyecto y obligan a una interpretacion
cautelosa de los datos obtenidos.

De cualquier forma, la principal limitacion del estudio clinico se deriva de un disefo Caso-
Control que ha sido incompleto. La imposibilidad de reclutar al menos a un control por cada
caso disminuye la potencia estadistica de nuestras comparaciones. Esta limitacion se ha
intentado subsanar mediante la comparacion de los valores de los Casos con los valores
poblacionales de referencia cuando éstos estaban disponibles, siempre ajustando por grupos de
edad y sexo si era necesario.

Un valor anadido de esta valoracion clinica ha sido disehar un protocolo de seguimiento de los
pacientes con HDC, aplicable tanto a los participantes en este trabajo como a los demas.

I.I_ESTUDIO DE LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS EN SANGRE
PERIFERICA

I.1.1. ANALISIS DE NUESTROS RESULTADOS:

En el analisis de los resultados, tanto en la comparacion con valores tedricos de referencia,
como en la comparacion estadistica entre ambos grupos, hemos considerado finalmente los
valores absolutos, descartando los porcentajes que, por ser valores relativos dependientes del
resto de las poblaciones celulares, son inexactos tal y como se explica mas adelante.

Ademas, estas alteraciones proporcionales, que afectan a los linfocitos T en solo 3 casos
(HDC2, HDC7 y HDC9), son pequenas en todos los pacientes (minimas en uno de ellos:
HDC2) y ademas en el paciente HDC9 y en el tnico control afectado (C3), los valores son
superiores a los limites normales para su edad. Mas aun, comprobamos que los valores
absolutos correspondientes entran dentro de los limites de la normalidad, por lo que decidimos
tener en cuenta solo estos ultimos.
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Por otra parte, tampoco disponemos de valores de referencia de los procentajes para las
subpoblaciones CD4Ra/Ro y CD8Ra/Ro, pues mientras que por algunos autores se calculan
respecto a las poblaciones CD4 y CD8%, en nuestro laboratorio se hace en relacién a los
linfocitos totales, por lo que nuestros valores son sistematicamente menores que en los
considerados de referencia.

La segunda observacion que queremos hacer en la interpretacion de nuestros resultados es
respecto a la cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos CD4+Ra/Ro y CD8+Ra/Ro
correspondientes a linfocitos virgenes y memoria, respectivamente. Se puede comprobar que
en algunas ocasiones, el sumatorio no se corresponde con el nimero total de linfocitos CD4+
6 CD8+, lo que se justifica primero por la variabilidad de la propia técnica, que nunca daria un
mismo resultado del niUmero de células ante dos mediciones seguidas en un mismo sujeto y, en
segundo lugar, por la existencia de linfocitos “transicionales”, que expresan ambos marcadores
(Ro + Ra) y por lo tanto se contabilizan en mas de una ocasion, tanto con la utilizacion de
anticuerpos frente al marcador Ro como Ra. Este hallazgo ocurre en diez pacientes con HDC y
en un Control.

Los andlisis de subpoblaciones linfocitarias tienen la limitacion evidente de estar sujetos a
procesos infecciosos intercurrentes. Por dicha razon es importante descartar para el analisis
estadistico aquellos sujetos con cuadros clinicos que pudieran modificar la cuantificacion de
linfocitos. Asi ha ocurrido en nuestro trabajo con el paciente #HDC26, con una leucocitosis
evidente por un proceso infeccioso intercurrente, y el #HDC33 con leucocitosis y linfocitosis e
incremento de practicamente todas las subpoblaciones linfocitarias tanto de sus porcentajes
como de los valores absolutos. Sin embargo, no hemos descartado el #HDCI8 que aunque
tenia unos niveles moderadamente elevados de leucocitos y linfocitos totales, se asociaban a
unas cifras normales del resto de subpoblaciones linfocitarias tanto en porcentaje como en
valores absolutos. Tampoco hemos descartado el control #C2, que aunque tenia leucocitosis y
una baja proporcion de linfocitos (con numero de linfocitos totales normales), no presentaban
alteraciones tampoco en el resto de las poblaciones linfocitarias.

Finalmente, en base a los resultados obtenidos sobre la cuantificacion de las subpoblaciones
linfocitarias en valores absolutos, sélo se han detectado pequenas variaciones en tres pacientes:
#HDCI, #HDC27 y #HDC30 (en las subpoblaciones CD4Ra o CD8Ra, con valores normales
de las correspondientes poblaciones CD4 y CD8) en relacion a los valores tedricos tomados

como referencia’®®’.

Con el andlisis estadistico que comparo los resultados en ambos grupos, sélo se detectaron
cifras significativamente menores de linfocitos T de forma aislada en la subpoblacion CD8Ro en
los pacientes con HDC en el grupo mayor de 2 anos (88,8+£76,99/ul vs 243,28t141,14/pl,
p<0,05).

Debemos senalar aqui, que precisamente este grupo de pacientes fue el mas heterogéneo o
atipico, si lo comparamos con la mayoria de las publicaciones que tratan sobre el fenotipado
linfocitario de poblaciones sanas (en las que se separan diferentes grupos de edad durante el
primer afho de edad), ya que tuvimos que agrupar a todos los pacientes menores de 2 ainos por
el escaso tamano muestral en estas edades.
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Estos resultados se correlacionan con lo esperado por la evolucién clinica de estos pacientes
durante su seguimiento a lo largo de la vida, en los que no se han decrito una morbilidad
infecciosa llamativa fuera de los procesos infecciosos respiratorios que parecen tener que ver
mas con su neumopatia cronica y con las consecuencias del RGE, que por un déficit
inmunologico primario, como ocurre en el sindrome de Di George o en otras
inmunodeficiencias.

Aparte de las diferencias aisladas en el tamano de la subpoblacién CD8Ro entre ambos grupos,
tampoco hemos podido confirmar variaciones subclinicas globales del resto de las células T de
la inmunidad celular que justifiquen posibles disfunciones timicas que pudiesen potenciar esta
morbilidad infecciosa pulmonar, que esta propiciada por otros factores no inmunoldgicos.
Serian por lo tanto necesarios futuros trabajos con el mismo diseho caso-control, para
corroborar las pequenas alteraciones obtenidas y confirmar o descartar afectaciones subclinicas
de otras subpoblaciones linfocitarias.

LI.2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO DE LOS LINFOCITOS TOTALES.
EVIDENCIAS DE LA INFLUENCIA DE LA CN EN LA DIFERENCIACION Y
MADURACION DEL TIMO:

El sindrome de Di George, de base genética conocida (delecion 22ql |.2) y caracterizado por la
presencia de anomalias creaneofaciales, cardiopatias de patron troncoconal, hipocalcemia e
infecciones recurrentes secundarias a una inmunodeficiencia celular T, constituye un buen
ejemplo de afectacién neurocristal, ya que agrupa en su secuencia malformativa a 6rganos cuyo
correcto desarrollo y funcion dependen en algin momento de las senales celulares y
moleculares vehiculizadas por la CN durante la embriogénesis.

Ademas de las anomalias anatomicas de la region craneofacial, corazén, o la hipoplasia y/o
ectopia timica y de las glandulas paratiroides detectadas en autopsias®’®, la demostracién de
alteraciones en el niUmero o funcién de los linfocitos T en estos pacientes con sindrome de Di
George”® *” pone de manifiesto la correspondiente alteracion de la funcién timica y supone
ademas la afectacion clinica mas grave y con mayor influencia prondstica en los pacientes con
inmunodeficiencias severas.

Ademas de en el sindrome de Di George, también se han demostrado disminuciones
porcentuales significativas de linfocitos totales y de las subpoblaciones CD2, CD3 y CD4 en una
poblacién de neonatos con cardiopatias troncoconales en comparacion con las de nifios sanos
de la misma edad. La constatacion de esta tendencia en los pacientes que no sobrevivieron a las
malformaciones cardiacas mas severas, sirvié de apoyo a la hipdtesis sobre una posible relacion
embrioldgica neurocristal comun entre la disfuncion timica y la de otras malformaciones de
estirpe neurocristal®®.

Trabajos similares previos en cardiopatas ya habian postulado un base inmunoldgica en
pacientes con cardiopatias troncoconales que se manifestaban clinicamente con mayor
recurrencia de procesos infecciosos y ademas presentaban menor porcentaje de linfocitos CD4
que otros con cardiopatias de otra indole®®'. Aunque en estos casos la validez de los resultados
queda limitada por el manejo de cifras porcentuales relativas (sujetas a variaciones en el resto
de células linfocitarias), estos hallazgos nos animaron a la bisqueda de otros equivalentes en los
pacientes con HDC.
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Que el timo es un organo de origen neurocristal es conocido desde hace varias décadas.
Algunos trabajos consistentes en la ablacion de zonas de la CNC en aves producen disminucién
del tamano del timo o ausencia del mismo; asi como retrasos en la maduracién de los linfocitos,
que se supone es dependiente de una correcta interaccion entre los componentes epitelial y
mesenquimal de los arcos faringeos’®. Esta necesaria interaccién entre las células
mesenquimales procedentes de la CN y las células epiteliales timicas en la linfopoiesis, se
objetiva en cultivos celulares in vitro de timos procedentes de ratones, en los que se demuestra
que los cultivos de los I6bulos timicos a los que se les extirpa el tejido mesenquimal tienen
menos linfocitos y éstos son mas inmaduros en la medida en que no expresan marcadores
CD4/CD8, en comparacion con los timos intactos cultivados junto a su correspondiente
componente mesenquimal, que contienen una adecuada proporcion de poblaciones

lifocitarias®®,

Ademas, las técnicas de marcaje celular frente a antigenos neuronales en modelos quimera
pollo-codorniz demostraron ya en los anos 70 que el mesénquima timico procedia de células
que migraban desde la CNC'”. Otros trabajos mais recientes que usan anticuerpos
monoclonales mediante técnicas inmunohistoquimicas en preparaciones whole-mount en aves,
han permitido seguir las vias migratorias de estas células neurocristales desde la CN hasta la
regién anatémica del cuello donde finalmente se forma el timo®®'. También en humanos,
procedimientos de marcaje celular con anticuerpos monoclonales dirigidos frente a antigenos
de tejido neuronal, han permitido demostrar el componente neurocristal del timo mediante la
deteccion de una densa expresion de antigenos de la CN en las células epiteliales de los
corpusculos de Hassall y en las mesenquimales del estroma, en timos extirpados en el periodo

neonatal durante procedimientos quirtrgicos cardiacos®®.

Las técnicas de manipulacién genética también han contribuido al esclarecimiento de la
morfogénesis timica. El desarrollo de modelos animales transgénicos (Lacz, por ejemplo) ha
sido de utilidad para el estudio de la migracion y diferenciacion de las células procedentes de la
CN en el desarrollo del timo y demas érganos derivados de los arcos faringeos en ratones **.
Ademas, se han demostrado malformaciones timicas cuando se alteran genes necesarios para la
creacion de un microambiente molecular adecuado para la correcta diferenciaciéon de las células

de la CN en los distintos 6rganos a los que da lugar durante los procesos de embriogénesis’®.

Asi, deleciones de los genes Wnt-1 y Wnt-4 producen disminucion del nimero de timocitos®®,
y alteraciones en la expresion de determinados genes Hox dan lugar a malformaciones del timo
y del resto de organos derivados de la 37 4° y 5% bolsas faringeas. En concreto, experimentos
de manipulacion genética, han confirmado la produccion de aplasia/hipoplasia o ectopia timica,
tiroidea y de las glindulas paratiroideas en ratones mutantes Hox3®* ¢ % Asi mismo,
anomalias en otros genes como el rae28, que regula la expresion de algunos de estos genes
Hox, o déficits en la expresion de sehales moleculares como las de la familia pax3 en la CN y
en el mesénquima de los arcos faringeos, producen tambien alteraciones del timo®**".
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1.1.3. METODOLOGIA UTILIZADA. LIMITACIONES:

Para el estudio de los linfocitos T utilizamos la citometria de flujo en sangre periférica en
fresco, sin la necesidad de otros procedimientos adicionales (como la congelacion) que
anadirian dificultad a la técnica y la encarecerian, y que son necesarios cuando se realizan otros
procedimientos como cultivos celulares no planteados en este caso.

En cuanto a la interpretacion de los resultados, a pesar de que los valores de cada subpoblacion
linfocitaria se informan en nuestro laboratorio en forma de porcentaje con respecto a los
linfocitos totales, creimos necesario el cdlculo de los valores absolutos (n°células/pl), en la
valoracion de posibles disminuciones en el tamano de las poblaciones linfocitarias T como
objetivo de este apartado. La sola consideracién de los porcentajes linfocitarios puede inducir
a errores ya que éstos pueden estar dentro de los limites de normalidad en relacién al nimero
de linfocitos totales, pero pueden ser deficitarios en valores absolutos, y viceversa, tal y como
puede verse en alguno de nuestros casos (Anexo V).

Ademas, se ha podido comprobar que variaciones fisiologicas de la proporcion de las distintas
poblaciones linfocitarias en sujetos sanos no se corresponden con los mismos cambios en las
cifras absolutas de las mismas. Y, por otra parte, aumentos o disminuciones de estas
proporciones de algln tipo de célula T pueden producirse como consecuencia de variaciones
contrarias de otras poblaciones de linfocitos T 6 B y no por cambios reales en su niimero
absoluto. Esto demuestra que la distribucion relativa de las distintas poblaciones linfocitarias no
refleja su tamano real y que tienen un valor muy limitado en el estudio del fenotipado
linfocitario, por lo que se hace necesaria la cuantificacion linfocitaria en valores absolutos en el
estudio de alteraciones hematoldgicas e inmunolégicas en la practica clinica diaria®>*

Otro aspecto importante a tener en cuenta en cuanto a la metodologia seguida es la
consideracion de la edad de todos los participantes del estudio, por lo que dividimos a nuestra
serie de pacientes y controles en distintos grupos etarios para la comparacion de los resultados
obtenidos. Estudios poblacionales de fenotipado linfocitario en poblaciones pediatricas sanas
coinciden en la existencia de variaciones “fisiologicas” del tamano relativo y absoluto de las
distintas subpoblaciones linfocitarias T y B a lo largo de la vida. Asi por ejemplo, en condiciones
normales, los linfocitos CD4" disminuyen con el paso del tiempo hasta la edad adulta y los
CD8" siguen esta misma tendencia a partir del afio de edad en nimeros absolutos, aunque sus
porcentajes se incrementan a partir de este momento 3% 3%

A la hora de valorar los resultados obtenidos en nuestras citometrias hemos considerado dos
opciones. La primera, la comparacion de éstos con respecto a los valores de referencia
teoricos publicados por el grupo de Shearer’®, en el que se ofrecen los normogramas para los
distintos grupos de edad de 0 a I8 afos, tanto en porcentaje como en valores absolutos, y que
se utilizan como referencia habitual en nuestro laboratorio.
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No obstante, en cuanto a la interpretacion y eleccion de valores de “normalidad” de
cuantificacion linfocitaria en nifos sanos, hay que ser cauteloso y tener en cuenta que existen
multiples factores que influyen en la variabilidad de los resultados descritos en las distintas
publicaciones, como pueden ser las distintas técnicas o anticuerpos utilizados, los tests
estadisticos de analisis y la distribucion en grupos de edad no siempre homogéneos. Sin
embargo, los amplios méargenes de normalidad y de los periodos de edad ofrecidos®” **
minimizan estas limitaciones, haciendo suponer que los valores fuera de estos limites son
realmente anormales para esa edad en cualquier laboratorio en el que se hayan realizado las
mediciones.

Como segunda opcién para valorar los resultados de las citometrias, y en el intento de obviar
las limitaciones derivadas de la comparacion con valores tedricos de poblaciones no
pertenecientes a nuestro medio con técnicas llevadas a cabo en otros laboratorios, realizamos
un analisis estadistico para la comparacidn de los resultados reales de ambos grupos, con una
distribucion similar en grupos de edad y que han sido sometidos a los mismos procedimientos
técnicos. La equivalencia de los resultados con las dos metodologias descarta en este trabajo
alteraciones significativas del fenotipado linfocitario T que apuntasen a una potencial
hipofuncion de una glandula timica malformada.

Sin embargo, y puesto que la cuantificacion de las poblaciones linfocitarias son sélo un aspecto
de la funcidn timica, y no siempre el mas importante, serian necesarias pruebas adicionales que
probasen la correcta funcion de los linfocitos T mediante el estudio de la respuesta proliferativa
a mitdgenos con técnicas de cultivo celular. Estas técnicas se realizan en pacientes con
inmunodeficiencias probadas como en el sindrome de Di George, en los que la funcion de sus
células linfocitarias T puede estar alterada sin que existan déficits cuantitativos asociados®””

En nuestro caso, no hemos considerado este tipo de procedimentos por lo que supondria en
cuanto a encarecimiento del protocolo y la mayor dificultad técnica con necesidad de mayores
cantidades de muestras sanguineas en pacientes sin sintomatologia claramente sospechosa de
una inmunodeficiencia celular.

1.1.4 IMPLICACIONES CLINICAS:

Ante los resultados obtenidos no podemos confirmar alteraciones en la cuantificacion ni
distribucion de las poblaciones linfocitarias T, que indujesen de forma aislada, a una mayor
morbilidad en estos pacientes en forma de procesos infecciosos multiples; ni tampoco
variaciones subclinicas generalizadas que potenciasen los riesgos infecciosos ya existentes en
estos pacientes.
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1.2. ESTUDIO DEL METABOLISMO FOSFOCALCICO

1.2.1. ANALISIS DE NUESTROS RESULTADOS:

A la vista de nuestros resultados (Tablas XV y XVlla ), en los que se confirmaron disminuciones
de PTH solo en 2 pacientes y en 2 controles, no se pudieron demostrar alteraciones en los
parametros del metabolismo fosfocélcico que pudieran justificarse por disminuciones de PTH
secundarias a una potencial hipofuncion de las glandulas paratiroideas. En todos estos casos
ademas, encontramos explicaciones fisiologicas que justifican estos descensos de PTH en
sangre; tal y como se desarrolla a continuacion.

Los bajos niveles de PTH detectados en los dos pacientes (#HDC7 y #HDC9) se justifican por
una respuesta fisiolégica de frenado de su liberacion ante pequefas variaciones del calcio
plasmatico, que junto a la concentracién de fésforo en plasma, son los factores reguladores mas
importantes del metabolismo fosfocalcico.

En el paciente #HDC7 (3 anos), con PTH=10 pg/ml y niveles de calcemia en un limite alto
dentro de la normalidad (Ca** en plasma=10,7mg/dl), debidos probablemente también a las
concentraciones en rango alto de vitamina D (63ng/ml), se produce una inhibicion de la
liberacion de PTH para evitar una situacion anormal de hipercalcemia. Otro mecanismo
regulador observado en este caso es elelvado cociente Ca/Cr, (0,35mg/mg), que se
desencadena también para mantener la calcemia en limites de normalidad.

En el paciente #HDC9 (5 anos), con PTH=7 pg/ml, se confirmaban también cifras en los limites
altos de la normalidad de Ca®’en plasma (10,6mg/dl,) que inhiben de forma fisiolégica y
temporal la liberacion de PTH. En este paciente no se detectaron niveles suficientes de vitamina
D (21ng/ml) por lo que los niveles de calcemia en rango elevado, se suponen secundarios a un
alto aporte de calcio en la dieta.

Los incrementos en los valores de PTH, detectados en otros 2 casos (#HDCI| y #HDC33)
tienen también una explicacion fisiologica en un intento de mantener niveles normales de calcio
plasmatico en pacientes con bajas concentraciones de vitamina D (5ng/ml y 20ng/ml,
respectivamente). En ambos casos los cocientes Ca_/Cr, estan muy disminuidos (0,02mg/mg )
con el objetivo de “ahorrar” calcio y mantener asi la calcemia en cifras normales. El hecho de
que se trate de dos pacientes con una elevada morbilidad (RGE, neumopatia cronica,
cardiopatia en el caso de #HDCI; neumopatia por HTP severa en periodo neonatal y
cardiopatia en #HDC33) con estados de desnutricion severa con pesos Y tallas por debajo del
percentil 3, hace pensar que los los bajos niveles de vitamina D plasmaticos sean secundarios a
aportes deficitarios.

Por los mismos mecanismos reguladores que en los pacientes #HDC7 Y #HDC9, los controles
#Cl4 y #CI5, de 4 anos de edad, mostraban niveles bajos de PTH (épg/ml y 8pg/ml,
respectivamente), con concentraciones suficientes y en niveles altos de vitamina D y calcemias
con tendencia a situarse en los limites altos de la normalidad.

138



Discusion

En cuanto a la Calcitonina, ésta se informé como indetectable en el 65% de los casos y en la
misma proporcion en los controles. Para su medicion se utilizaron métodos de
enzimoinmunoanalisis quimioluminiscente: CLEIA (“chemilunescent enzyme immunoassay”), que
son los recomendados en la actualidad por su mayor sensibilidad al detectar minimas
concentraciones de CT sérica (hasta 2pg/ml en nuestro caso), con respecto a las técnicas RIA

de 1 y 2°* generacién, que detectaban niveles > 5 pg/ml, poco sensibles en el ambito clinico™*
394

Por lo tanto, a pesar de la alta proporcion de casos con valores “indetectables” de CT, el
hecho de comprobar practicamente el mismo nimero de controles con estas cifras, descarta
desde un primer momento que estos bajos niveles sean secundarios a una hipofuncion de las
CC; apuntando mas bien hacia causas técnicas (que se explican en un apartado posterior) o
secundarias a las variaciones fisioldgicas circadianas de la propia hormona.

Estos hallazgos desestiman ademas la valoracion de la funcion de las CC mediante la medicion
sérica basal de calcitonina, en el intento de investigar las repercusiones funcionales de estas
células, que se han demostrado deficitarias en nuestros pacientes con HDC.

Por ultimo, la Vitamina D, la otra hormona calciotropa, de procedencia externa y por lo tanto
sin sintesis endogena en organos cuya formacion pudiese estar bajo los mecanismos
reguladores de la CN, presenta sin embargo, valores diferentes entre ambos grupos que
merecen también consideracion.

El calculo de sus niveles medios séricos (26,3%11,6 ng/ml en el grupo HDC vs 32,3+15,7 ng/ml
en el grupo Control) y el porcentaje de ninos con niveles insuficientes (70% en pacientes vs
47% en los controles), confirma una tendencia menor (aunque no se ha demostrado
estadisticamente significativa: p=0,1|) en los pacientes con HDC con respecto a los controles,
lo que suma un factor mas de desnutricion en los mismos. Estas deficiencias estarian justificadas
por los bajos aportes dietéticos, ingresos prolongados con poca exposicion solar y problemas
malabsortivos en el contexto de una situacion de enfermedad cronica en los casos asociados a
una importante morbilidad.

1.2.2. DISFUNCION PARATIROIDEA EN TRASTORNOS NEUROCRISTALES

Como ocurre con la inmunodeficiencia celular, el sindrome de Di George y el resto de las
enfermedades incluidas en el sindrome de delecion 22q.11.2, son el mejor ejemplo en humanos
de secuencias malformativas en las que se afectan o6rganos neurocristales, entre ellos las
glandulas paratiroides®> **. En dicha delecion 22ql| se afectan secuencias genéticas “clave”
donde asientan genes expresados en la CN craneal, lo que explica la aparcicion de
malformaciones de perfil neurocristal, también presentes en otras enfermedades en los que se
supone una disfuncion de la CN, como en las cardiopatias troncoconales o en la propia HDC.

Como se comentd respecto a la formacién y desarrollo del timo, se han confirmado
alteraciones en la expresion de genes reguladores de la formacion de las glandulas paratiroideas
(genes Hox y factores de transcripcion Tbx, Gata3 y Sox3), tanto en humanos como en
animales®**”’. Mediante técnicas de mapeo genético en enfermos con sindrome de Di George y
en otros portadores de malformaciones similares, se han descrito alteraciones génicas de este
tipo; y en modelos knock-out murinos en los que se han inducido alteraciones en la expresién
de estos genes, se ha confirmado hipoplasia paratiroidea®” **®,
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Del mismo modo que la experimentacion animal ha permitido la demostracion de esta
participacion de la CN en la formacion de las glandulas paratiroides, las autopsias de pacientes
con sindrome de Di George han revelado hipoplasia o ectopia de las mismas®”’, que se
correlacionan con el hipoparatiroidismo causante de la hipocalcemia en estos pacientes.

Con la intencion de probar una hipofuncion paratiroidea en otros pacientes portadores de las
mismas malformaciones de caracter neurocristal, también se han realizado mediciones séricas
de Calcio y Paratohormona en éstos®® “* ' Asi, Koch et al*' demostraron disminuciones de
Calcio plasmatico y PTH basales en pacientes con cardiopatias troncoconales y monosomia
22q.11.2; aunque sus resultados deben tomarse con cautela al ser un trabajo retrospectivo en
un numero limitado de pacientes y con mediciones puntuales en el tiempo.

Precisamente, el momento de la valoracion de estos parametros, junto a la ausencia de
mediciones seriadas de los mismos, son las principales limitaciones a considerar en este tipo de
investigaciones, incluida la nuestra. Hay que tener en cuenta que la aparicion de hipocalcemia
en determinadas situaciones, como en la asociada al sindrome de Di George, es mucho mas
frecuente en el periodo neonatal (por interrupcion brusca del paso de calcio materno al feto y
por menores aportes de calcio en los RN hospitalizados), disminuyendo notablemente la
probabilidad de su aparicion en épocas avanzadas de la infancia o en la adolecencia® *** “?, por
lo que la no deteccion de estas alteraciones en mediciones en un momento puntual como en
nuestro caso, no excluye totalmente la existencia de las mismas en el periodo neonatal o en

otras mediciones que se hubieran realizado en otro momento.

Otros autores han demostrado hipoparatiroidismos “latentes” (con normocalcemia y niveles
normales de PTH séricos en situaciones basales) en pacientes con cardiopatias troncoconales
en los que se provocd hipocalcemia extrema durante su correccion quirurgica. Puesto que
muchos de ellos eran portadores ademas de la delecion 22q.11.2, y se asociaban a linfopenia T,
se sefalé a la CN como la causante comun de las malformaciones en el corazoén, timo y
glandulas paratiroides, que resultaria en estos casos en el hipoparatiroidismo ante situaciones

de estrés*®.

Quedaria por saber, si este hipoparatiroidismo subclinico induciria a un hipoparatiroidismo de

mayor grado con el paso del tiempo, lo que requeriria un seguimiento a largo plazo de la
homeostasis fosfocalcica.

1.2.3 METODOLOGIA UTILIZADA. LIMITACIONES:

La obtencién de un filtrado glomerular estimado (FGE) >90 ml/min/I,73m? en todos los
participantes del estudio, ha confirmado una funcién renal adecuada en todos ellos, y descarta
asi causas renales de las variaciones en las concentraciones plasmaticas y urinarias de las
sustancias que participan en la homeostasis fosfocalcica. Esta comprobacion es particularmente
importante en la valoracion de la calcemia, principal regulador de la liberacién de PTH, y
también de la calciuria (Calcio urinario/24h y cociente Ca/Cr,en orina de miccidon), medida
utilizada como parametro de resorcion osea.
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Hay que tener en cuenta, sin embargo, la limitacion de la utilizacion del FGE por su
dependencia de la masa muscular, al influir en su célculo los niveles de creatinina sérica (segun
la formula de Schawrtz descrita en Material y Métodos). De esta manera, el filtrado glomerular
puede resultar sobreestimado en los pacientes malnutridos con escasa masa de nuestra serie.

Una alternativa para obviar este inconveniente seria el calculo de la Cistatina C, sustancia de
bajo peso molecular que se elimina completamente por filtrado, sin reabsorcion renal, de
produccion constante en todas las células mononucleadas, y que no depende por lo tanto de la
masa muscular ni del estado nutricional. Pero por su elevado coste, su principal desventaja, no
se ha considerado su medicion en este trabajo en el que a priori, no se esperaban alteraciones
de la funcion renal en ninguno de nuestros pacientes y mucho menos en los controles.

Respecto a la excrecion urinaria de Calcio, el diseho metodologico del estudio planteaba su
calculo a través de la medicion de la calciuria en 24h (mg/kg/24h) y asi se realizé en los inicios
del protocolo clinico. Debido a que para su interpretaciéon hay que confirmar una excrecion
urinaria de creatinina (mg/kg/24h) normal, a que su correcta medicion depende de la adecuada
recogida en las 24h, a que ésta es técnicamente imposible sin la utilizacion de métodos invasivos
(sondaje uretral) en nifos incontinentes y a que algunas familias declinaban la colaboracion para
su realizacion, se opto finalmente por la medicion del cociente Ca/Cr,en orina de miccidn
como parametro de medicion del calcio en orina, en todos los participantes del estudio.
Aunque este cociente depende de la edad (tal y como se especifica en el apartado
correspondiente de Material y Métodos), se realizd una comparacion generalizada de los datos
entre pacientes y controles, pudiendo confirmarse el mismo valor en ambos grupos
(0,18mg/mg), que se correspondia ademas con los valores normales para ninos mayores 2 anos,
edad mayoritaria en ambos grupos.

En cuanto a la valoracion de Calcitonina, la existencia de umbrales inferiores de deteccion en
los tests de cuantificacion, y de que éstos varien en funcion de la sensibilidad de la técnica
empleada, ha supuesto en nuestro caso la alta proporcion de valores informados como
indetectables en ambos grupos, y hace que la medicidn sérica aislada y basal de CT sea ineficaz
y no valida en la deteccion de niveles insuficientes de la misma.

De hecho, en la practica clinica, la principal indicacion de la medicién sérica de CT es en el
seguimiento del carcinoma medular de tiroides, que se manifiesta con una elevacion de sus
concentraciones séricas en respuesta a la hiperplasia de células C. Pero incluso en estas
indicaciones, también se ha cuestionado la eficacia de su cuantificacion basal ante situaciones en
las que es necesario detectar pequenas variaciones en sus niveles, como en el diagnostico
precoz de este tipo de tumores. En estos casos se han propuesto pruebas de estimulaciéon con
pentagastrina y/o calcio, no aceptadas universalmente por la posibilidad de aparicion de efectos
secundarios graves durante la realizacion de las pruebas*y por supuesto no planteadas en este
trabajo.

Todos estos aspectos nos llevan a concluir por lo tanto, en la ineficacia de la medicion sérica
basal de CT como una herramienta valida para la valoracion funcional de las células C tiroideas,
que por otro lado se han demostrado deficitarias en los estudios histologicos llevados a cabo
en las necropsias de pacientes con HDC de nuestro trabajo.
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Respecto a la Vitamina D, se cuantificd el Calcidiol (25-OH-vitamina D) en todos los sujetos,
que por ser la forma quimica mas estable y mas facilmente medible, es el metabolito que se
mide de forma habitual en la clinica; incluso en el seguimiento de pacientes con insuficiencia
renal cronica.

Finalmente, y en relacion a todos los parametros del metabolismo fosfocalcico, hay que tener
en cuenta que todas las mediciones son Unicas y puntuales en el tiempo, en distintos momentos
de seguimiento de los pacientes, por lo que no se pueden descartar alteraciones analiticas en
otras situaciones. Es cierto sin embargo, que aun en el caso de que estas posibles alteraciones
de la homeostasis fosfocdlcica tuviesen que ver con anomalias anatémicas groseras, seria
esperable que las alteraciones analiticas fuesen constantes en el tiempo.

1.2.4. IMPLICACIONES CLIiNICAS:

Valorados nuestros hallazgos, no se han podido demostrar consecuencias analiticas del
metabolismo fosfocalcico basal, aun en el caso de que nuestros pacientes con HDC presentasen
hipotéticas malformaciones de las glandulas paratiroides o de las células parafoliculares
tiroideas, tal y como se ha demostrado que existen en el modelo experimental.

Sin embargo, el diagndstico de hipoparatiroidismo pudiera estar infraestimado por no haber
sido evaluado de forma rutinaria en el periodo neonatal, en el que es mas probable, ni en
determinaciones seriadas. Por eso seria recomendable en estos pacientes la valoracion de la
calcemia durante la época neonatal o en situaciones de estrés en las que puede existir
depleccién de calcio (intervenciones quirurgicas, por ejemplo), y en las que podria manifestarse
un posible hipoparatiroidismo latente.

Respecto a la Calcitonina, y a pesar de las limitaciones metodoldgicas comentadas respecto a su
valoracion, que pueden haber impedido conocer la repercusion analitica de las anomalias
histologicas detectadas en nuestros pacientes, dudamos de que, aun en el caso de que se
hubiesen detectado niveles insuficientes de CT, hubiesen tenido repercusion clinica debido al
escaso papel de esta hormona en la regulacion del metabolismo fosfocalcico. Dicho papel ha
sido muchas veces cuestionado en humanos, pues habitualmente en los pacientes
tiroidectomizados no se producen alteraciones en la homeostasis calcica.

Finalmente, los menores niveles de Vitamina D séricos confirmados en el grupo HDC, justifican
en nuestra opinion, su medicion rutinaria en busca de la deteccion precoz de niveles
insuficientes de la misma, que pudiesen favorecer una situacion de osteopenia u osteoporosis
futura en estos pacientes con factores de riesgo y mas vulnerables.
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1.3. VALORACION DE LA MASA OSEA

1.3.1. ANALISIS DE NUESTROS RESULTADOS:

Seglin nuestros resultados, casi la mitad (42%) de los pacientes a los que se practico
densitometria 6sea (| 1/26), presentaban disminucion de masa ésea en mayor (osteoporosis) o
menor grado (osteopenia).

Visto como dato aislado puede parecer significativo, pero una vez revisados los antecedentes
clinicos, o factores constitucionales como la talla, el peso o la situacion nutricional de cada caso
(Tabla XXV), en 5 de los || con alteraciones densitométricas se encuentran justificaciones que
en alguna medida pueden haber influido en estos resultados.

No obstante, hay que tener en cuenta también la variabilidad de su influencia en los distintos
casos, ya que no siempre los factores clinicos mas severos o los mayores retrasos
pondoestaturales se han correlacionado con los peores valores de mineralizacion ésea. Y, por
otra parte, otros pacientes con gran morbilidad asociada y hospitalizaciones prolongadas no han
presentado defectos de mineralizacion.

A continuacion se detallan los antecedentes clinicos que se han considerado como posibles
favorecedores de una situacién de osteopenia u osteoporosis en los pacientes afectados:

# HDCII: 5 anos. Sepsis neonatal y politransfusion en dicho periodo. Anemia
multifactorial durante los primeros dos anos de edad. RGE y problemas para nutricion
oral que requirieron la intervencion quirurgica (Nissen) y nutricion suplementaria por
gastrostomia hasta los 4 anos de edad. Neumopatia cronica que requirié oxigenoterapia
domiciliaria durante el primer ano de vida. Talla baja (DE= -2,27) en tratamiento con
hormona de crecimiento (GH).

# HDCI7: 2 anos. Hipoplasia pulmonar confirmada gammagraficamente. Neumopatia
croénica. Talla baja (DE=-5,04).

# HDCI3: 4 anos.Nefrectomia por displasia renal a los 2 anos de edad. RGE tratado
quirdrgicamente mediante la realizacion de técnica antirreflujo (Nissen) y gastrostomia
para alimentacion enteral complementaria. Reintervenciéon por obstruccion intestinal.
Talla baja (DE=-2,5).

#HDC3: 13 anos. Peso (DE:-1,44). Malnutricion moderada-grave (l. Waterlow=78,3%; .
Shukla=70,4%). Hipoplasia pulmonar. Asma persistente, con antecedentes de tratamientos
prolongados con corticoides. RGE severo con esofagitis que requirié tratamiento
quirurgico (Nissen). Correccion quirurgica de pectus excavatum a los 9 anos

#HDCY7: 3 anos. Retraso pondoestatural (peso: DE: -2,47 y talla: DE: -1,93); malnutricion
moderada-grave (l. Waterlow=71,4%; |.Shukla=67%). Multiples intervenciones quirurgicas
por RGE y reherniacion diafragmatica. Intolerancia para la alimentacién oral: necesidad de
nutricion enteral suplementaria por gastrostomia.
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A la hora de interpretar estos resultados y de la valoracion de los posibles factores influyentes
en los valores de la densitometria, debemos considerar el papel de la talla de cada paciente, que
cuando es inferior a la normalidad, no sélo puede traducir déficits nutricionales que también
ocasionen alteraciones de la mineralizacion, sino que ademas puede condicionar una
infravaloracion de la DMO en la medida en que ésta depende de la altura vertebral del area
explorada y por lo tanto de la altura de cada individuo. Creemos que esta influencia ha podido
ser mayor sobre todo en los pacientes #HDCI I, #HDCI3 y #HDCI7 con tallas con DE
inferiores a -2 DE.

En este sentido, observamos que casi la mitad (45%) de los pacientes con déficits de
mineralizacion asocian disminuciones de la talla en mayor o menor medida, aunque no siempre
existe una correlacion entre las alteraciones de la talla y el grado de osteoporosis; y por otro
lado, todos los pacientes con densitometrias normales (excepto el paciente HDC23 con Z-
score normal y talla con DE= -1,95) tenian una altura adecuada para su edad y sexo. Estos
hallazgos corroboran por lo tanto, la correlacion positiva entre la DMO, la talla y la edad, y por
lo tanto la influencia en mayor o menor grado de la talla en los valores de masa 6sea® *®.

Continuando con la valoracion de posibles factores favorecedores de osteopenia,
comprobamos que ninguno de los pacientes con osteopenia u osteoporosis mostraba
alteraciones en los parametros del metabolismo fosfocalcico que, como un exceso de PTH o un
déficit de calcitonina, hubieran podido justificar las disminuciones de masa ésea. Unicamente se
detectaron niveles insufucientes de Calcidiol, mucho mas frecuentes en los pacientes con HDC
que en los controles; pero también en los que no han mostrado alteraciones en la
densitometria.

El hecho de no haber podido demostrar alteraciones de la homeostasis fosfocalcalcica en los
pacientes con déficits de mineralizacion, descarta, al igual que en la valoracion del metabolismo
fosfocalcio, causas anatomicas malformativas en las glandulas paratiroides o en el tiroides que
hubiesen podido producir alteraciones en las hormonas calciotropas (PTH y Calcitonina) vy
desequilibrios en la formacion y resorcién 6seas con osteopenia como efecto final.

Las otras “alteraciones” encontradas en estos pacientes estan en relacion a variaciones en los
cocientes de excrecion urinaria de Calcio/Creatinina (lca/Cr,) de los pacientes #HDC7,
#HDCI7, y #HDC21, asi como una disminucién de la concentracion de PTH, plasmatica en el
paciente #HDC7, como una respuesta fisioldgica correcta para mentener un adecuado nivel de
calcemia ante pequenas variaciones de calcio sérico, tal y como se explicé en el estudio del
metabolismo fosfocalcio.

No disponemos de datos de masa 6sea en los dos pacientes (HHDC| y #HDC33) en los que se
detectaron niveles elevados de PTH, que en cualquier caso respondian también un mecanismo
fisiologico para la consecucion de una calcemia normal ante concentraciones insuficientes de
vitamina D.

Finalmente, en 3 de los 4 pacientes con los valores mas severos de osteoporosis (#HDC18: Z-
score=-2,6; #HDC|9=-3,2 y #HDC28=-3,3) no se han encontrado alteraciones en el peso, talla
o indices nutricionales, ni tampoco antecedentes clinicos que puedan explicar sus malos
resultados. Pero tampoco podemos confirmar en estos pacientes otras hipotesis que apuntasen
a una potencial disfunciéon neurocristal de las glandulas paratiroides o de las células
parafoliculares, debido al escaso niumero de casos (sélo 3) y a la confirmacion del correcto
estado analitico del equilibrio fosfocalcico en ellos.
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Todo esto, obliga a la interpretacion cautelosa de nuestros resultados, que han sido extraidos
de una serie pequena de pacientes y de forma transversal a partir de mediciones analiticas y
radioldgicas puntuales.

1.3.2 METODOLOGIA UTILIZADA. LIMITACIONES:

Para el estudio del estado de masa 6sea hemos utilizado la densitometria 6sea lunar de doble
energia, considerada como la técnica de imagen “gold standard” en la poblacion pediatrica: por
su alta sensibilidad y especificidad y su seguridad, ya que utiliza bajas dosis de radiacién®*.
Ademas, permite el estudio del hueso trabecular, metabdlicamente mas activo y mas sensible a
los cambios metabolicos; razén por la que la hemos aplicado en nuestros pacientes sobre el
area vertebral L,-L,.

Al ser una prueba no invasiva, que no requiere la necesidad de anestesia o de la administracion
de farmacos para su realizacidn, la convierte ademas en la técnica ideal en la valoracion de la

mineralizacion 6sea en el campo de la investigacion clinica®®’, mas aln en la poblacién peditrica.

Aunque la medida mas exacta de cuantificacion de masa osea seria la densidad mineral 6sea
volumétrica (DMOWv), en la que el contenido mineral éseo (g de hidroxiapatita) se relaciona con
el volumen vertebral (cm®), nosotros hemos optado por la medicién de la DMO expresada en
gramos de hidroxiapatita por unidad de superficie 6sea (en cm?). La dificultad para el cilculo del
volumen vertebral y la menor precision en su medicion, junto a la buena correlacién
demostrada entre DMOv y DMO, justifican en este caso la utilizacion de este ultimo
parametro, tal y como se realiza habitualmente en la practica clinica y en la gran mayoria de las
publicaciones existentes®®* 2.

En la interpretacion de los resultados, hemos calculado en cada caso, el valor real de Z-score
(o DE ajustada a la edad y sexo segun patrones establecidos para ninos sanos de la misma
edad), en funcion de la DMO obtenida y la media y la DE tedricas de la misma.

Hay que tener en cuenta sin embargo, que se han descrito variaciones en los rangos de
normalidad entre nihos de diferentes comunidades, por lo que se pueden producir pequenas

diferencias en el Z-score calculado en funcién de la poblacién sana tomada como referencia”®.

Precisamente, la disposicion de valores de referencia “normales” para cada edad y sexo,
extraidos de estudios poblacionales en nifnos sanos, nos ha permitido prescindir de la
realizacion de densitometrias éseas en nuestros controles (en los que no son esperables
variaciones significativas de la normalidad), lo que hubiera encarecido y prolongado el
procedimiento de nuestro protocolo clinico en ausencia de un criterio claramente justificado.

Por ultimo, aunque la medicion de los parametros bioquimicos de formacion (PICP, PINP) y
resorcion 6sea (ICTP, Ntx), son la otra herramienta Gtil en la valoracién del metabolismo
6se0”®, la hemos desestimado en nuestro protocolo por ser una prueba no utilizada de forma
rutinaria en nuestro hospital, que hubiera requerido en nuestro caso del envio de las muestras
para su valoracion a otros centros y que ademas, no creimos justificada por carecer de ventajas
frente a la densitometria en la deteccion de osteoporosis.
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1.3.3 IMPLICACIONES CLINICAS:

A la vista de nuestros hallazgos y de las observaciones tenidas en cuenta, no podemos concluir
sobre la existencia de implicaciones clinicas a nivel del hueso, secundarias a una posible
hipofuncion de las glandulas paratiroides y/o de las células C productoras de calcitonina, en la
medida en la que se ha confirmado una correcta regulacion del metabolismo fosfocalcico en
todos los pacientes.

Sin embargo, ante la deteccion de una elevada proporcion de pacientes con algun grado de
osteopenia u osteoporosis junto a un alto porcentaje también de niveles insuficientes de
vitamina D en la mayoria de los casos (8/11), hace recomendable su medicién sérica y de la
DMO mediante densitometria, en el seguimiento de estos pacientes. En ellos, la deteccion de
osteopenia/osteoporosis y el inicio de un tratamiento sustitutivo precoz, permitiria la
consecucion de un pico de masa 6sea adecuado, fundamental durante los primeros anos de
vida?”® % ¢ evitando asi la progresién de situaciones de osteopenia hacia estados de
osteoporosis en la edad adulta, favorecidas en estos pacientes por los factores clinicos
asociados.
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HDC2 -| 42 -08l -0,96 93,7% 87,7% Vitamina D= 24 ng/ml (U

HDCI | 141 -1,87 227 Vitamina D= 20 ng/ml (1)
_-__“__—“

HDC2I -158 1528 -0,21 -0,36 99,3% 98,4% C. Ca /Cr,= 0,05 (J)

~ HDCI3 25 854%() (|) ~ 781%  Vitamina D= 24ng/ml () Si

PTH = 10 pg/ml (V)
C.Ca,/Cr, =0,35 ()

HDC7 -3,19 -3,20 2,47 -1,93 71,4% 67%

HDC28 Vitamina D = 13 ng/ml ({)

Tabla XXYV: Tabla que resume las caracteristicas antropométricas y nutricionales de los pacientes con HDC en los que se detecté osteopenia u osteoporosis. Asi

mismo, se incluyen las variaciones detectadas de los pardmetros del metabolismo fosfocélcico y la presencia o ausencia de antecedentes clinicos que puedan haber

contribuido al correcto desarrollo pondoestatural y nutricional y por lo tanto al déficit de masa 6sea. Las cifras sombreadas se corresponden con alteraciones en el
parametro valorado. C. Ca,/Cr,: Cociente Calcio/Creatinina en orina.
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2. ESTUDIO HISTOLOGICO DEL TIROIDES EN AUTOPSIAS DE
PACIENTES CON HDC

2.1. ANALISIS DE NUESTROS RESULTADOS:

Nuestros hallazgos confirman una menor cantidad de CC productoras de Calcitonina en los
pacientes con HDC (0,035+0,030 % vs 0,072 + 0,052 %, p<0,05), lo que corrobora los hallazgos
publicados a este respecto en humanos con otras patologia de estirpe neurocristal, mediante la
utilizacién de otros procedimientos metodolégicos'®*"" %,

Asi mismo, nuestras observaciones se correlacionan con las descritas previamente por nuestro
grupo en el modelo HDC-nitrofen, lo que demuestra una vez mas el paralelismo entre el
modelo animal y el humano en todo su espectro malformativo. También se corresponden con
lo observado en la atresia esofagica experimental, que comparte con la HDC malformaciones
de perfil neurocristal*> ',

Aunque nuestro procedimiento metodoldgico lleva implicito la consideracion del area
parenquimatosa explorada (superficie tenida/superficie explorada), la comprobacion de que las
muestras histoldgicas de ambos grupos eran homogéneas en tamafio (CDH=73,99+22,69mm?,
Controles= 70,56+22,96mm? p>0,05), minimiza posibles sesgos que pudieran producirse si
unos tiroides fuesen mucho mayores que los del otro grupo, en el que se hubieran hecho un
numero significativamente mayor de mediciones.

2.2. DISMINUCION DE LAS CELULAS C: OTRA ALTERACION
NEUROCRISTAL EN LA HDC

El tiroides y las otras glandulas cervicales derivadas de las bolsas faringeas (timo y las glandulas
paratiroides), desarrollan su mesénquima a partir de la diferenciacion de células procedentes de
la CN. Estas glandulas se ven afectadas de forma constante en animales con HDC y también se
han descrito, aunque en menor proporcion, en humanos, en los que no se ha investigado aun la
afectacion de las CC tiroideas'* ** ¢ **® Esto hace suponer que su desarrollo esté influenciado
probablemente por los mismos mecanismos moleculares involucrados en la patogenia de la
HDC, que influirian a la vez en la funcion organogenética de la CN durante la formacion de los
arcos faringeos™ * ™,

Por otra parte, la demostracion de la escasez de células parafoliculares tiroideas en pacientes
con enfermedades de estirpe neurocristal, como el Sindrome de DiGeorge, o las cardiopatias
troncoconales'®® ¥" %% o en otros modelos animales como el de la atresia de eséfago'®* que
comparte con la HDC un complejo malformativo similar, ha justificado en nuestro caso el
estudio de estas CC en pacientes con hernia, en busca de un nuevo componente neurocristal

en estos enfermos, no investigado hasta el momento.

De hecho, la disminucion en el porcentaje de la superficie tiroidea tefida encontrada en este
estudio, que traduce de forma indirecta la escasez de CC tiroideas en estos pacientes,
representa la evidencia de otra alteracion de la CN no descrita anteriormente en pacientes con
HDC.
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2.3. METODOLOGIA UTILIZADA. LIMITACIONES:

La investigacion de las CC en los distintos ambitos se ha basado en técnicas histométricas de
cuantificacion celular en las muestras histologicas.

Las primeras desarrolladas en humanos en los anos 70 por Wolfe en tiroides sanos, basadas en
tinciones inmunohistoquimicas especificas y cuantificacion directa de las CC en imagenes
microscopicas proyectadas, sentaron las bases de la distribucion normal de esta poblacion
celular en el tercio medio de ambos lobulos tiroideos, de forma aislada y con una disposicion
predominantemente parafolicular*® 2*

Otras mas recientes se han basado en el método geométrico de “la rejilla”'®* > 2% 3! descrito
por primera vez en 1979 por Saito*® en el estudio celular de los islotes pancreaticos. Estos se
han aplicado predominantemente en la especie murina, con glandulas tiroideas de pequeno
tamano y mas manejables. Se basan en métodos histométricos con técnicas de medicion
esteoroldgica®” *°, y han permitido un estudio detallado de las muestras histolégicas en cuanto
a cambios en el volumen, tamano, cantidad, densidad, forma y distribucién de cada tipo celular,
ademas de mediciones volumétricas y de superficie de toda la glandula tiroidea™” >°.

A pesar de los avances en estos métodos histométricos, en el caso de la investigacion de las
CC, cabe senalar las limitaciones que aun existen en la consecucion de resultados y la
interpretacion de los mismos; debido a dos factores fundamentales. En primer lugar, por la
variabilidad y distribucion irregular de las CC, tanto entre las distintas especies animales como
dentro de una misma especie*® *° . En segundo, por la variedad de procesos metodolégicos
utilizados tanto en el procesamiento de las muestras histologicas como en los distintos
métodos de cuantificacion, lo que ha derivado en la publicacion de resultados heterogéneos,
incluso contradictorios en algunas ocasiones. Asi por ejemplo, se han descrito tanto hiperplasia
e hipertrofia de las CC, como disminucion de las mismas, ante situaciones de hipo o
hipertiroidismo, tanto en ratas como en la especie humana®?2# 474!,

En nuestro trabajo, en el intento de obviar las variaciones normales de las CC en el tiroides
humano y para la consecucién de resultados lo mas objetivos posibles, se han examinado
muestras histologicas “equivalentes”, correspondientes a cortes de niveles comparables de
ambos |obulos tiroideos, en el tercio medio del tiroides a nivel del istmo, region mas poblada
por este tipo de células en la especie humana®*® >,

Entre la variedad de tinciones disponibles para el estudio de las CC, hemos utilizado, como en
los estudios mas recientes, la técnica inmunohistoquimica de reaccién de inmunoperoxidasa
con anticuerpos anticalcitonina®® **, ventajosa por su alta especificidad, capaz ademés de
detectar la presencia de CC en cualquier momento del desarrollo tiroideo; siendo también mas
sensible que otras como las tinciones con plata (argirdfilas), que son poco precisas para el

estudio de estas células durante los primeros dias de vida®'.

Como se ha comentado anteriormente, la falta de homogeneidad en las técnicas utilizadas por
los distintos autores y grupos en el estudio de las CC, ha derivado en algunos casos en
resultados no concluyentes o contradictorios que deben tenerse en cuenta en cada caso.En
este sentido, nuestro estudio, con otro método diferente de cuantificacion celular, requiere por
lo tanto la consideracion de algunas limitaciones metodoldgicas que citamos a continuacion.
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En primer lugar, hemos empleado la proporcién de superficie tefida con respecto a la
superficie tiroidea total como medida indirecta de la cantidad de CC, en lugar del niumero
absoluto de células como se ha publicado anteriormente en otras especies animales'” '**
debido a la marcada discrepancia en el tamafno del tiroides entre las muestras histologicas del
modelo animal y humano. Como se ha comentado anteriormente, el contaje de las CC tenidas
en las secciones tiroideas de ratas que pueden observarse en su totalidad en un campo
microscopico es mas facil y reproducible que en las grandes secciones humanas, en las que la
valoracion de areas tehidas proporcionales a la superficie total de cada seccion tiroidea es,
creemos, mas precisa.

En segundo lugar, esta medicion de las areas tenidas esta sometida a la valoracién subjetiva del
investigador, que ha sido evitada lo maximo posible mediante el estudio con un software de
analisis de imagen computarizado (Image Pro Plus v5.0.1, Media Cybernetics, USA) por dos
observadores independientes y ciegos a la adscripcion de cada sujeto al grupo experimental
correspondiente.

Por dltimo, otro aspecto a tener en cuenta es la disposicion tridimensional de las CC, que
puede producir pequenas variaciones en las distintas secciones tiroideas, similares en grosor;

pero no idénticas®®,

3. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN RATAS. MALFORMACIONES
CERVICOTORACICAS

El objetivo principal de este apartado fué el estudio mediante MRM de posibles alteraciones
venosas en animales con HDC expuestos a nitrofen. Ademas, basandonos en la gran utilidad de
la resonancia como herramienta metodoldgica en el ambito de las malformaciones congénitas,
aprovechamos su empleo para examinar los principales érganos toracicos y abdominales
afectados en el complejo malformativo de esta enfermedad.

3.1 ANALISIS DE NUETROS RESULTADOS

Los examenes radiologicos con MRM evidenciaron las mismas anomalias descritas
tradicionalmente mediante técnicas histologicas y microquirdrgicas en el complejo malformativo
de la HDC y de las que se comentan los hallazgos mas importantes a continuacion.

En cuanto a la localizacién del defecto diafragmadtico, a pesar de que las mas frecuentes fueron
HDC izquierdas (10/19), obtuvimos una elevada proporcion de localizaciones derechas (7/19:
37%), excesiva segun la metodologia propia del modelo, que puede justificarse por pequenas
variaciones en el momento de administracion del teratégeno.

También la obtencion de 2 defectos diafragmaticos bilaterales supuso un porcentaje elevado
(10%) en comparacion con lo descrito tanto en animales como en humanos (1-2%). La
observacion de un rodete diafragmatico anterior en las imagenes en estos Ultimos casos se
correlaciona bien con la misma disposicion observada en los hallazgos quirdrgicos en los
pacientes intervenidos con agenesia diafragmatica bilateral. Llama la atencion también la
ausencia de saco herniario en todas las exploraciones, hallazgo que se ve ocasionalmente en los
pacientes intervenidos de HDC.
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Timo: la significativa hipoplasia timica confirmada en este estudio en los tres planos espaciales
demuestra una vez mas la exactitud de la MRM en la valoracion de las distintas estructuras de
estos pequenos animales, y que se correlaciona con los hallazgos anatomicos microquirurgicos
e histologicos descritos tradicionalmente en el complejo malformativo inducido con nitrofen'*
43, 90

Ademas de mostrar el timo con una alta resolucion en un corto tiempo de exploracion y de
forma menos laboriosa a los métodos tradicionales de experimentacion, la MRM ha sido capaz
en este trabajo de discriminar también zonas de mayor senal grasa en el centro de la glandula,
aportando informacion sobre cambios histolégicos en la misma que no han sido estudiados aun.
La diferencia de tamano de los animales con HDC y los controles, hizo necesario relativizar,
como en el resto de las mediciones de las distintas estructuras, los tamanos absolutos de la
glandula en relacion al tamafo de una referencia anatdomica tomada como constante. El timo fue
el primer organo valorado y se tomé como referencia la altura del cuerpo vertebral C3 por ser
facilmente identificable y medible en todos los animales.

Arbol Traqueobronquial: La deteccion de deformidades de la via derea en forma de anillos
traqueales irregulares en 6 casos (31,5%), coincide con el diagnéstico de anomalias traqueales y
bronquiales (disminucion en el nimero de anillos traqueales, estenosis o fragmentacion de los
mismos a nivel de la traquea o de los bronquios principales), demostrados previamente con
técnicas histologicas en este mismo modelo®.

Estas alteraciones se han interpretado como un componente malformativo mas provocado por
el nitrofen y regulado por la CN, dado que aparecen en un elevado porcentaje de animales
expuestos a este teratogeno, con o sin HDC, asi como en otros modelos animales que
reproducen complejos malformativos neurocristales como la atresia de esofago inducida con
adriamicina*>. En este sentido, los déficits inervatorios traqueobronquiales intrinsecos
demostrados recientemente por nuestro grupo experimental, suman una nueva evidencia en
estes sentido en la HDC causada por nitrofen'*" ',

La dilatacion de los bronquios principales en 4 de nuestros fetos con HDC podria quizas
interpretarse como la consecuencia anatémica de esta posible inervacion bronquial deficiente,
aunque el hecho de que todos estos casos asocien una severa atrofia del parénquima pulmonar
circundante, apunta también a esta hipoplasia pulmonar como la causante de estas anomalias.

Hipoplasia Pulmonar: como era lo esperado, la mayoria de los fetos con HDC (68%) presentaban
algin grado de hipoplasia pulmonar en el lado del defecto diafragmatico, y en el 21%
bilateralmente. Seria esperable una mayor prevalencia aln si se hubieran examinado
radioldgicamente todos los fetos, ya que ésta estaria presente también en un porcentaje de
animales expuestos a nitrofen que no asociasen HDC, hecho sobre el que se basa la hipotesis
sobre el origen malformativo de la hipoplasia pulmonar en esta enfermedad® '"”.

Sin embargo, hay que tener en cuenta también que la hipoplasia pulmonar es un concepto tanto
funcional como anatomico, lo que limita la validez de la MRM como Unico método para su
medicion.
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Corazén y grandes vasos arteriales: las secuencias espin-eco ponderadas en T2 y las
reconstrucciones multiplanares y en 3D, han facilitado su descripcion anatémica en gran detalle
y la deteccion precisa de las malformaciones presentes. Tanto su frecuencia (78%) como el tipo
de MCV que representan alteraciones troncoconales y del desarrollo de los arcos adrticos,
siguen la distribucion esperada en los fetos con HDC. Destaca sin embargo la ausencia de
defectos septales auriculares y de las regiones auriculoventriculares, también de estirpe
neurocristal y frecuentes en estos pacientes y que no han podido descartarse completamente al
no haberse explorado radiolégicamente a todos los fetos del grupo nitrofen.

La hipoplasia cardiaca detectada en 3/19 fetos con HDC se corresponde con la descrita en el
mismo modelo mediante métodos histolégicos por nuestro propio grupo'” ' #. Sin embargo,
como ocurre con la hipoplasia pulmonar, la MRM ofrece un diagnéstico anatéomico de
hipoplasia cardiaca, sin que sea capaz de determinar la existencia de una alteracién de la funcion
cardiaca secundaria a esta hipoplasia.

Sistema Venoso Sistémico Cervicotordcico: Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
una disminucion del tamano de las principales venas sistémicas del cuello y torax en los
animales con HDC en comparacion a las del grupo control. Esto hace suponer que se trate de
una anomalia cardiovascular mas con un probable origen neurocristal comun al del resto de las
MCV en esta enfermedad. Ademas, el hecho de que esta disminucidn de los calibres venosos
no guarde relacion con la localizacion de la hernia apunta una vez mas a un origen malformativo
y excluye en este caso posibles causas mecanicas que pudieran distorsionar el tamano vascular.

Vena Cava Inferior: a pesar de que su estudio no es objeto primordial en este trabajo, nos
parece interesante comentar determinados aspectos descubiertos sobre su disposicion
anatomica, diferenciadores de la especie murina con respecto a la especie humana. Se observo
una diferencia muy marcada en el calibre de la VCI abdominal a nivel infrahepatico, siendo
aproximadamente un tercio menor en la region inferior a la confluencia de las Venas
Suprahepdticas en comparacion a la porcidon superior de la desembocadura de éstas. Esta
variacion de tamano se confirmé en ambos grupos, pudiendo interpretarse como un
importante aflujo sanguineo del sistema hepatico en este modelo animal.

También, se evidencié de forma caracteristica una disposicion lateral de la desembocadura de
las Venas Suprahepaticas en la VCI, a modo de drenaje termino-lateral, también en todos los
animales, lo que hace suponer que se trate de una disposicion anatomica habitual caracteristica
de la especie murina y no algliin defecto malformativo o una disposicién anormal secundaria a la
herniacion diafragmatica.

Los distintos patrones de distorsion de su recorrido descritos anteriormente (en el apartado
correspondiente de Resultados) aparecen constantes segln la localizacién de la HDC sea
derecha o izquierda, quedando justificadas por lo tanto por las causas mecanicas de la
herniacion visceral toracica. Aun asi, nos parece llamativo el acodamiento de la VCI
infrahepatica en las HDC derechas, probablemente secundaria a la herniacion hepatica, sin que
se encuentre una justificacion objetiva al recorrido inalterado de su porcion mas proximal,
constante en todos estos casos.
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Por otra parte, la ausencia de trayecto de la VCI entre el parénquima pulmonar a nivel toracico
en los animales con HDC derecha (presente en todos los Controles), con un recorrido
exclusivamente hepatico, podria justificarse por la existencia de hipoplasia pulmonar en esa
localizacion.

Por ultimo, se demostro una disminucion significativa del diametro anteroposterior de la VCI a
nivel infrahepatico en los animales con HDC (0,31£0,12mm vs 0,41+0,09mm, p=0,01), hallazgo
que podria deberse a causas mecanicas por lo que pudiera repercutir la herniacion
diafragmatica en los érganos abdominales, incluida la VCI. Sin embargo, y aunque no existan
hasta el momento datos experimentales sobre su posible origen neurocristal, no podemos
descartar causas malformativas en esta region de la VCI, que por otra parte es mas lejana a la
region diafragmatica que la procion suprahepatica.

3.2. DESARROLLO DEL SISTEMA VENOSO SISTI’EMIC’O Y SU POSIBLE
RELACION CON LA CN: DATOS EXPERIMENTALES Y CLINICOS.

Como se ha comentado en varias ocasiones en este estudio, la existencia de MCV en la HDC
es ampliamente conocida y se han estudiado detalladamemte tanto en los pacientes como en el
modelo animal mediante estudios anatomicos de autopsias y en fetos de rata expuestos a
nitrofen, respectivamente'> ' 46413,

Todas las investigaciones en este sentido han demostrado de forma constante una afectacion
del troncocono y de la septacion cardiaca asi como anomalias del desarrollo de los arcos
aorticos, poniendo de manifiesto una alteracion de las funciones reguladoras de la CN como
mecanismo comun originario de tales defectos malformativos ***'“.

Todas estas anomalias se refieren por lo tanto al polo arterial cardiaco y hasta el momento no
se han descrito hallazgos similares en las principales venas que drenan en el corazén. Esto
puede ser debido en gran parte a que las investigaciones en los modelos experimentales
basadas tradicionalmente en estudios anatomicos mediante técnicas de microdiseccion muy
meticulosas, hayan obviado el examen de la anatomia venosa por su gran dificultad de
manipulacion.

Es probable también, que la menor repercusion clinica de las anomalias venosas haya
contribuido al menor interés de su investigacion en esta enfermedad, lo que ha podido derivar
en un probable infradiagnostico en los pacientes con HDC en el caso de que existieran.

Sin embargo, algunas publicaciones sobre la dificultad para la canalizacion de venas yugulares,
anormalmente pequenas o distorsionadas para el tratamiento con ECMO en pacientes con
HDC severa®® #'¢ sefialan la posibilidad de una afectacién afiadida del polo venoso cardiaco en
estos pacientes.
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Ademas, a partir de los Ultimos afos de la década de los 90, experimentos sobre ablacién de
CN en modelos quimera ave-codorniz e investigaciones mediante técnicas de manipulacion
genética con modelos murinos transgénicos e inyeccion retroviral de células progenitoras de la
CN marcadas inmunohistoquimicamente, han confirmado la participaciéon de la CN en el
desarrollo del sistema venoso mediante la deteccion de células neurocristales en las venas
cardinales anteriores % 3'¢*"7,

Este tipo de experimentos han demostrado también la presencia de células procedentes de la
CN en otras estructuras del polo venoso cardiaco (sistema de conduccion y valvulas cardiacas)
y en los ganglios y nervios del SN auténomo (Simpatico y Parasimpatico)’® *'” *'® ademas de la
colonizacién de las principales arterias cervicotoracicas derivadas de los arcos aorticos lll, IV y
VI (aorta ascendente y arco aértico, arteria carétida y subclavia) y del troncocono cardiaco®®.
Asimismo, la utilizacion de estas técnicas de manipulacion genética, que hacen posible el estudio
celular individual y permiten investigar la migracion y diferenciacion celular, han podido
demostrar mecanismos citologicos y moleculares especificos de la CNC en su funcion
reguladora de la organogénesis cardiaca, como fenomenos de apoptosis en el proceso de
septacion aortopulmonar®® #’, que, aunque no investigados, podrian estar implicados también

en el desarrollo venoso.

Todos estos hallazgos que confirman una participacion de la CNC en el desarrollo del polo
venososo cardiaco y al menos en las principales venas de aflujo cardiaco, nos han llevado en
nuestro caso a investigar un posible maldesarrollo de las venas sistémicas cérvicotoracicas en el
modelo de HDC inducida con nitrofen, modelo que ya se ha relacionado con alteraciones en
ambiente regulador de la CNC durante la formacion del corazén y sus grandes vasos.

33. LA RM COMO HERRAMIENTA EN ESTUDIOS EXPERIMENTALES.
NUESTRA EXPERIENCIA EN EL MODELO HDC-NITROFEN:

La MRM, desarrollada en la ultima década en el campo de la investigacion por distintos grupos a
nivel mundial, se ha aplicado tanto en estudios anatomicos de caracter malformativo en
distintos modelos animales*'**®, como mas recientemente, en estudios “funcionales”
principalmente en el Sistema Nervioso Central y en el Corazon, mediante la obtencion de
imagenes avanzadas (Difusion, Perfusion y Espectroscopia) que reproducen alteraciones
fisiologicas mediante la deteccion de cambios metabdlicos ante situaciones de agresion tisular

como la hipoxia o la isquemia®***,

En el ambito de las Malformaciones Congénitas, el interés de la MRM surge a partir del
desarrollo de novedosos modelos animales transgénicos creados mediante técnicas de
manipulacion genética (knock out), mayoritariamente en la especie murina®" *'** Esto creé la
necesidad de examinar a multitud de animales en un tiempo asumible, lo que ha derivado en el
uso progresivo de la RM como herramienta de apoyo a las tradicionales técnicas histologicas y
de microdiseccion.
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El desarrollo tecnoldgico ha superado incluso la resolucion supracelular inicial y gracias a la
aplicacion de técnicas de rastreo con marcaje celular, ha sido posible obtener informacion
“molecular” mediante la obtencion de imagenes que demuestran la distribucion de estas células
marcadas en los tejidos, llegando asi a una resolucién “histolégica”, equiparable o incluso
superior a la obtenida mediante las técnicas histologicas actuales. Asi, por ejemplo, Tyszka et al,
demostraron en imagenes de MRM el recorrido del nervio 6ptico representado por células

marcadas con Mn*, distribuidas por los microtibulos axonales **.

El hecho de que la mayoria de los estudios se realicen durante la época fetal ha requerido la
creacion de equipos de alta potencia, de caracteristicas diferentes a los utilizados en la clinica,
capaces de albergar a estos animales de pequeifo tamano, y de examinar sus 6rganos de
minimas dimensiones. Surge asi el concepto de Microrresonancia Magnética (MRM)*® ** que
usa aparatos con una resolucion mayor (hasta de 100 um en animales vivos y de 20 um en
especimenes fijados) a los de la RM convencional. Un aparato de este tipo ha sido el empleado

en este trabajo y previamente por otros grupos en el mismo modelo de HDC en la rata*®.

En los experimentos mas novedosos que investigan los fenomenos de mutagénesis, la modalidad
de MRM “multiembryo” en la que se examinan varios fetos en un mismo tiempo, con imanes
superoconductores de mayor potencia (hasta 14T) y bovinas receptoras adaptadas, ha supuesto
la maxima expresion de esta ventajosa técnica para la valoracion de la expresion fenotipica de
las alteraciones genéticas originadas por manipulacion genética en varias generaciones de
animales'434, 437-442

Dada la gran ventaja de ser una técnica no invasiva, la MRM permite la investigaciéon de una
anatomia “intacta”, no manipulada y por lo tanto exenta de artefactos de conservacion y
seccion de los especimenes, o derivados de la deshidratacion y de otros tratamientos
histologicos de las muestras tisulares. La MRM ha posibilitado tanto el seguimiento anatémico
normal a lo largo de diferentes estadios embrionarios, como el desarrollo de malformaciones
tras la creacion de mutaciones letales o la administracion de teratdgenos, con estudios
dindmicos a lo largo de la gestacién mediante experimentos in vivo *> %> %% ¢ in (tero,*" ** en
los que ha sido necesario introducir avances tecnolégicos como incrementos en la potencia de
magnetizacion, aplicacion de secuencias especificas potenciadoras de la senal de los tejidos
fetales, y otras ultrarrapidas con tiempos efectivos de adquisicion cortos que disminuyen los
artefactos de movimiento y mejoran la relacion sefial-ruido®® " 4,

El estudio de ratas gestantes mediante MRM ha permitido también comprobar en este modelo
experimental las consecuencias que se producen al aplicar determinadas terapias fetales, como
los cambios en el diafragma, en la posicion de los 6rganos abdominales o el crecimiento y
desarrollo del parénquima pulmonar, tras la oclusidn traqueal®®.

Otro de los grandes beneficios de la RM, es la posibilidad de obtener imagenes en los distintos
planos espaciales, con reconstrucciones en multiples dimensiones (3D y 4D), que proporcionan
un estudio detallado de toda la anatomia animal con una buena discriminacién de relaciones
anatomicas “criticas”, con una resolucion superior a la de las técnicas microquirurgicas. En este
sentido por ejemplo, las reconstrucciones en 3D con proyecciones ortogonales han
demostrado ser de gran utilidad en la valoracién de la salida infundibular hacia la conexién con
el tronco de la arteria pulmonar, region que afecta al tracto de salida del VD y que caracteriza a

las malformaciones troncoconales, frecuentes en la HDC o en modelos transgénicos*”.
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Ademas del buen rendimiento en el examen de 6rganos con una disposicion cameral como el
corazon, y por lo tanto de sus MCV, estas reconstrucciones tridimensionales demuestran ser
de gran utilidad también en el examen de los vasos, habiendo permitido en este trabajo el
estudio de la anatomia venosa con gran exactitud sin la necesidad de inyeccion de contrastes
intravenosos que hubieran dificultado considerablemente el estudio.

Estos contrastes, habitualmente empleados en la  valoracion del aparato
cardiovascular**#0#!43443  estin  constituidos por particulas de gadolinio que realzan
significativamente la sehal de todos los espacios vasculares, pero que conllevan también ciertos
inconvenientes como la necesidad de ser inyectados a través de la canalizacién de los pequenos
vasos umbilicales mediante procedimientos muy laboriosos, de maxima dificultad en el caso de
especimentes fetales y de la manipulacion del territorio venoso. Este tipo de intervenciones
hubiera podido derivar en una desventaja adicional en este trabajo, al ocasionar posibles sesgos
en la medicion de los diametros venosos derivados de variaciones en la presion de influsion
venosa de estos liquidos en los distintos animales.

El empleo de protocolos mixtos de fijacion-tincion aplicados externamente mediante inmersion
de los animales, desarrollados en los Gltimos afos** **°, obviarian estos inconvenientes, pero
son poco eficaces cuando se exploran animales en estadios embrionarios avanzados por la
impermeabilidad de su tegumento, como hubiera ocurrido en este caso.

En la realizacion de las exploraciones radiologicas se seleccionaron secuencias rapidas espin-eco
potenciadas en T, que ofrecen imagenes con una sefal intensa en los tejidos ricos en agua,
maxima por lo tanto en el aparato cardiovascular. Este hecho, anadido a la aplicacion de
secuencias mas rapidas a las tradicionales ha probado en este caso el gran rendimiento de la
MRM en el estudio del modelo HDC-nitrofen con cortos tiempos de exploracion (unos veinte
minutos en cada animal).

Estas secuencias espin-eco son unas de las mas utilizadas en RM, ya que producen un contraste
entre los distintos tejidos de facil reconocimiento, con obtencion de imagenes ponderadas
preferentemente en DP, T,y T,, siendo lo mas habitual la formacion de dos ecos tras el impulso
de excitacion inicial, con potenciacién de la imagen en DP en el primeroy en T2 en el segundo.

Debido a la gran cantidad de fetos que obtuvimos en el grupo nitrofen (162), aquellos elegidos
al azar para la realizacidn de las exploraciones por RM, se sometieron en un primer momento a
esta modalidad de secuencias espin—eco rapidas, pero ejecutando imagenes sélo en el plano
coronal que producian un “barrido” de la region toracoabdominal en pocos segundos, que
confirmaba o descartaba la existencia de un defecto diafragmatico. Solo en aquellos animales en
los que se diagnostico la existencia de HDC, se continuaron los examenes radiolégicos mas
complejos, evitando asi exploraciones inneceserarias en fetos del grupo nitrofen sin hernia, no
incluidos por lo tanto en este estudio.

Para la interpretacion de las imagenes y la valoracion de las distintas estructuras embrionarias
se tomd como referencia el atlas radiolégico embrionario de la especie murina de Petiet’”> que
trata de forma detallada la anatomia murina con imagenes por RM en 4 dimensiones, desde el

estadio embrionario E10.5 hasta la época postnatal.
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El avance en las tecnologias digitales ha proporcionado el desarrollo de una nueva generacion
de atlas interactivos® ** en los que, mediante links de conexién con las distintas laminas
anatomicas, el observador puede “seccionar” el espécimen digital en cualquier plano y angulo
para el examen de cualquier estructura. A parte del estudio anatomico convencional, la
informacion que ofrecen estos atlas alcanza niveles ultraestructurales o moleculares, ofreciendo
incluso informacion genética en forma de “mapas” de distribucion de la expresion génica en
distintos 6rganos, como por ejemplo la de los genes Homebox en el SNC*¢.

Nuestros resultados avalan la gran utilidad y rendimiento de la Micro-RM en el estudio
anatomico de las venas de estos pequenos animales, que al igual que en el resto del aparato
cardiovascular, se ha conseguido gracias a la utilizacion de un campo magnético muy potente
(7T), que disminuye artefactos de movimiento, mejorando considerablemente la ratio senal-
ruido y con ello la resolucién de las imagenes.

Ha hecho posible una valoracion cuantitativa mediante la medicion de las dimensiones y
espesores de los distintos componentes cardiacos (valvulas cardiacas, septos auriculares y
ventriculares; ductus arterioso y venas pulmonares y sistémicas) y la de los didmetros venosos
de las principales venas cervicotoracicas, objetivo primordial de este apartado.

Ademas, las imagenes obtenidas segun los planos sagital, coronal y axial mediante la aplicacion
de las secuencias espin-eco anteriormente descritas, ofrecieron un mapa anatomico muy
detallado de las regiones cervical, toracica y abdominal que hicieron posible, junto a la elevada
potencia de magnetizacion, una facil y certera interpretacion de las distintas estructuras
anatomicas de todos los animales en tejido sin manipular ni fijar.

En efecto, se alcanzoé una adecuada resolucion sin la necesidad de la fijacion de los fetos en
soluciones de agarosa y formol, metodologia habitualmente descrita en los estudios publicados
hasta el momento®* #! #4436 43 Fsto evitd la manipulacion de los especimentes y la aparicion
de errores en la interpretacion radiologica producidos por la variacion de los planos exactos de
exploracion debido a los movimientos que pudiesen manifestar los fetos “embebidos” en este
tipo de soluciones.

No obstante, a pesar del buen rendimiento obtenido en el estudio del aparato cardiovascular y
mas especificamente, del sistema venoso con Micro-RM, y haber probado su eficacia con la
obtencién de resultados significativos que dan respuesta a nuestra hipotesis sobre las anomalias
venosas en este modelo experimental, no debemos olvidar ciertos inconvenientes de la MRM
como son los largos tiempos de exploracion y la necesidad de personal técnico cualificado, que
incrementan de forma considerable el coste de este tipo de experimentos.

Dicho coste se ha visto reducido en los Ultimos ahos gracias a los avances metodologicos
anteriormente citados respecto al desarrollo de secuencias ultrarrapidas e imanes muy
potentes, que han permitido reducir los prolongados tiempos de exploracion iniciales con
menos artefactos de imagen (en torno a las 24h hace una década, a los pocos minutos
requeridos en la actualidad)®* #**,
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De hecho, tanto en las exploraciones de los organos toracicos y abdominales examinados,
como en las del sistema venoso, se obtuvieron imagenes de alta resolucion (>200 DPI)
utilizando campos de vision relativamente pequenos (22x 22mm) que exploraban areas
anatomicas muy selectivas con la consiguiente potenciacion de la resolucion y facilitacion de las
medidas venosas en pocos minutos.

Por ultimo, sugerimos que investigaciones similares sobre la disposicion y tamano del sistema
venoso en pacientes supervivientes con HDC, serian interesantes y necesarias para confirmar
una vez mas el paralelismo malformativo entre los modelos humano y experimental en esta
enfermedad,.

3.4. METODOLOGIA UTILIZADA. LIMITACIONES:

En cuanto a la metodologia seguida en la valoracion y analisis de las medidas venosas obtenidas
en las imagenes por RM, es imprescindible tener en cuenta la discrepancia en el tamano de los
fetos con HDC y los controles, lo que imposibilita la comparacion de los diametros venosos en
valores absolutos, influenciados inevitablemente por el tamano de los animales.

Esto hace necesario introducir una medida de correccion que relativice las distintas medidas y
permita la comparacion entre ambos grupos. Asi, se estudid el peso fetal y otras referencias
corporales como la altura de la tercera vértebra cervical (C3), la longitud de la columna cervical
desde C3 a C7, el diametro transversal cardiaco (a nivel del tracto de salida de ambos
ventriculos) y de la aorta descendente proximal y la distancia comprendida entre la superficie
superior de T3 y la inferior de T5 segun el plano axial.

Se descartaron la medida de C3 y el diametro aortico, por ser mayores en los animales con
HDC por lo que tamanos venosos menores relacionados con estructuras mas grandes,
resultarian distorsionadamente pequenos en este grupo, pudiendo caer en el error de obtener
diferencias anormalmente elevadas entre ambos grupos.

La medida de los diametros adrtico y cardiaco no resultaba totalmente objetiva al poder existir
pequenas variaciones en el nivel anatémico en el que se median en los distintos animales, por lo
que se desestimaron como valores de referencia.

Por el contrario, la distancias C3-C7 y T3-T5, eran mayores en los controles que en los fetos
con HDC, mostrando la misma tendencia que el tamafo fetal y el tamano venoso, aunque con
mayor correlacion con el peso corporal en el caso de la referencia vertebral toracica,
finalmente seleccionada.

Aunque en el analisis comparativo de los tamanos venosos se encontraron diferencias
estadisticamente significativas tomando como referencia cualquiera de las anteriormente
descritas; se decidié tomar la distancia axial T3-T5, como medida a relacionar con el diametro
venoso absoluto en cada caso. Este valor constituia una medida fiable y reproductible en todos
los animales, guardaba la mejor correlacion con el peso corporal, era facilmente identificable sin
artefactos asociados, y por lo tanto, objetivamente medible en todas las exploraciones en el
mismo plano espacial.
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Esta arbitrariedad en la eleccion de las estructuras anatomicas a tomar como referencia para la
relativizacion de los diametros venosos, es la principal limitacion metodolégica de nuestro
trabajo. De ahi nuestro interés en redefinir en futuros experimentos otros parametros de
medida que confirmen los resultados obtenidos.

Al no existir publicaciones de esta indole en este modelo animal no se han podido establecer
comparaciones a este respecto. Y es que el elevado coste de estos equipos de RM de alta
potencia, disponibles solo en grandes centros médicos o en pioneros centros de investigacion
(CSIC en nuestro caso), junto a la necesidad de profesionales expertos y tiempos de
exploracién aun prolongados en muchas situaciones, han favorecido la escasez de experimentos
de este tipo, impidiendo la comparacion y homogeneizacion de resultados entre investigaciones
del mismo tipo con los mismos criterios metodologicos que permitan validar conclusiones por
los distintos grupos cientificos.
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CONCLUSIONES

|.- Este trabajo demuestra la existencia de nuevos componentes de disfuncion neurocristal en
la hernia diafragmatica congénita, tanto en el humano, como en el modelo animal de la
malformacion, que sustentan la hipétesis de la existencia de alteraciones en los mecanismos
reguladores de la organogénesis vehiculados por la CN, en la patogenia de la HDC y de sus
malformaciones asociadas.

2.- Asi, se observaron en las necropsias de los pacientes fallecidos por HDC, alteraciones
histologicas tiroideas consistentes en una disminucion en la proporcion de las células C
productoras de calcitonina (CC) en ellos. Estos hallazgos son similares a las alteraciones
demostradas en los animales con HDC, evidenciandose una vez mas el paralelismo existente
entre el modelo animal y el complejo malformativo humano.

3.- Sin embargo, no se han detectado entre nuestros pacientes alteraciones significativas del
metabolismo fosfocalcico. Esto hace suponer un correcto funcionamiento de las glandulas
tiroides y paratiroides, sin poder demostrar repercusiones clinicas ni analiticas que traduzcan
anomalias de las CC o de las glandulas paratiroides, que si estan presentes en el modelo animal
de HDC.

4.- Aunque no se encontraron aparentes alteraciones funcionales de las CC o de las glandulas
paratiroides, se detectd una elevada proporcion de pacientes con defectos de masa osea a
pesar de una homeostasis fosfocalcica normal. Algunos de ellos tenian factores de riesgo
clinicos, antropométricos y nutricionales; pero otros quedan sin explicacién, lo que requiere
estudios futuros en poblaciones mas amplias.

5.- El estudio del fenotipado linfocitario reveld una disminucion significativa y subclinica de los
linfocitos T citotoxicos “memoria” (CD8Ro) en nuestros pacientes menores de 2 anos, en
comparacién con sus controles; siendo normales las demas subpoblaciones linfocitarias. El
caracter aislado y sin repercusiones clinicas de estas alteraciones en una poblacién pequena de
pacientes, no confirma la hipotesis de que existan alteraciones anatomicas subyacentes del timo,
equivalentes a las descritas en animales con HDC.

6.- Finalmente, este trabajo demuestra mediante estudios anatémicos con Micro-Resonancia
Magnética en el modelo de rata con HDC, que existen alteraciones del sistema venoso
sistémico, consistentes en una disminucion significativa del tamano de las principales venas de la
region cervicotoracica. Como las venas mayores se desarrollan también bajo control por la
CN, estas anomalias se suman a las cardiacas y arteriales previamente demostradas como
prueba de la disfuncion neurocristal en este proceso.
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Cirugla Pedidrica del Hospital Infantl para que se realice el proyecto de investigacion timlado
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ANEXO Il

HOJA DE IN’FORMACIC’)N’A PADRES/TUTORES DE PACIENTES CON HERNIA
DIAFRAGMATICA CONGENITA

ESTUDIO EXPERIMENTAL Y CLINICO DE NUEVOS COMPONENTES DE DISFUNCION
NEUROCRISTAL EN LA HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA: ANOMALIAS DEL
SISTEMA VENOSO CERVICO-TORACICO Y DE LA FUNCION TIMICA,
NEUROENDOCRINA TIROIDEA Y PARATIROIDEA.

Médico Responsable: Dra Ana Lourdes Luis Huertas. S° Cirugia Pediatrica.

Hospital Universitario La paz.

INFORMACION A PADRES/ TUTORES

El Departamento de Cirugia Pedidtrica y en concreto los investigadores del proyecto

[

denominado: Estudio experimental y clinico de nuevos componentes de disfuncion
neurocristal en la hernia diafragmatica congénita: anomalias del sistema venoso cérvico-toracico
y de la funcion timica, neuroendocrina tiroidea y paratiroidea”, proponen a los padres / tutores
del PACIENLE ..ottt su participacion en los estudios de
investigacion clinica del mismo.

El principal objetivo de estos estudios es el mejor conocimiento del origen de la hernia
diafragmatica congénita (HDC) y de sus malformaciones asociadas, con el fin de poder mejorar
su tratamiento global y asi disminuir en un futuro el nimero de complicaciones y secuelas a lo
largo de la vida de estos pacientes. Intentamos conseguir estos objetivos mediante el hallazgo y
conocimiento de alteraciones clinicas en humanos (pacientes diagnosticados de HDC) ya
demostradas en animales de experimentacion. En concreto nos interesamos por el estado del
sistema inmunoldgico dependiente del timo, el funcionamiento de células de la glandula tiroides
(células parafoliculares o “células C”) que influyen en los niveles del calcio en la sangre y la
funciéon de las glandulas paratiroides que también participan en la regulacion de los niveles de
calcio en el organismo. De los resultados obtenidos de este estudio podriamos confirmar o
descartar alteraciones inmunoldgicas (que potencialmente podrian ocasionar mayor nimero de
infecciones en este tipo de pacientes); asi como alteraciones en el crecimiento, en los niveles de

calcio en suero o en la mineralizacion osea.
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Las actuaciones necesarias a realizar en los pacientes que quisieran participar en este protocolo

serian las que describimos a continuacion:

184

Entrevista clinica y exploracion fisica completa del paciente, insistiendo en
parametros de crecimiento como el peso y la talla. Se realizaria en la consulta de Cirugia
Pediatrica intentando hacerla coincidir con su revision rutinaria correspondiente en este
Servicio. Solo seria necesario llevarla a cabo en una ocasion a lo largo de todo el
estudio.

Analisis de sangre (en ayunas) para el estudio de calcio y otras sustancias que
intervienen en la regulacion de los niveles de calcio en sangre: fosforo, vitamina D,
osteocalcina, paratohormona (hormona liberada por las glandulas paratiroides) y
calcitonina (sustancia liberada en el tiroides). Ademas la extraccion sanguinea se
utilizaria para el estudio de los linfocitos en sangre (“células de defensa”) y para
extraccion de material genético (que se guardaria en el banco de ADN del Servicio de
Genética de este hospital) para futuros estudios genéticos. Esta ultima prueba se
realizaria solo en aquellos casos en los que los padres y/o el paciente (menor maduro)
dieran su consentimiento especifico para ella, como se detalla en la hoja de informacion
para estudios genéticos.

El andlisis de sangre se practicaria como cualquier analitica convencional mediante
puncion de una vena periférica del organismo (venopuncion), por lo general de la parte
anterior del codo o del dorso de la mano; procedimiento que detallamos a
continuacion.

Venopuncion periférica: limpieza del lugar de puncion con un antiséptico y posterior
colocacion de una una banda elastica alrededor de la parte superior del brazo con el fin
de obtener la dilatacion de la vena. Introduccidn de una aguja en la vena y recoleccion
de la sangre extraida en un frasco hermético o en una jeringa. Retirada de la aguja y
colocacion de aposito o gasa en el sitio de la puncidn para detener cualquier sangrado.
Los riesgos de la venopuncién son raros, pudiendo existir: sangrado, hematoma
(acumulacion de sangre por debajo de la piel), infeccion superficial de la piel, o
punciones multiples para localizacion de las venas.

Analisis de orina (una miccion aislada o micciones de 24 horas) para el estudio del
calcio y el resto de sustancias involucradas en la regulacién de los niveles de calcio en el

organismo Yya descritas en el punto 2.
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4. Densitometria 6sea. Se trata de una prueba de imagen que mide la densidad y
mineralizacion o6sea., siendo la prueba ideal para la deteccion de pérdida o6sea y del
riesgo de posibles fracturas. La densitometria se realizaria en el Servicio de Medicina
Nuclear del hospital La Paz. Se trata de un procedimiento simpe,rapido y no invasivo
(dosis baja de rayos X) que no precisa de ayunas, sedacion ni anestesia para su
realizacion. Su duracion es de 20 —30 minutos y el paciente estaria acompanado de un
familiar / tutor durante su realizacion. Dicha prueba seria informada e interpretada por
los facultativos del Servicio de Medicina Nuclear y entregada personalmente al paciente
para su entrega en la consulta de Cirugia Pediatrica, de tal forma que los pacientes
tuvieran la posibilidad de ser informados de su resultado en el mismo dia de su
realizacion.

5. Estudio de la edad 6sea: la realizariamos en pacientes mayores de 8 anos (nifios) y 7
afos (nifias). La edad osea se estudia a través del andlisis de una radiografia de muneca y
mano izquierda, la cual indica si existe adelanto o retardo en su maduracion, y si éste es
normal para la poblacion de referencia.
En otras ocasiones (no en este estudio), se utiliza en la prediccion de la talla adulta, que
junto a la talla del nino o adolescente y el potencial genético en talla de ambos padres,
permiten caracterizar las variantes normales del crecimiento y la maduracion, y es util al
profesional de la salud para diferenciarlas de las variantes patoldgicas. La muneca y la
mano, son las zonas mas convenientes para valorar la maduracién 6sea, no sélo porque
alli existen centros de osificacion que suministran una gran informacion, sino también

por encontrarse lejos de las gonadas (genitales) y necesitar menos irradiacion.

Por supuesto, queremos insistir en los derechos de los pacientes que quisieran participar en en
este estudio de investigacion clinica, y que citamos a continuacion:

I).- la participacion es siempre voluntaria, existiendo siempre la posibilidad de no participar,
“sin perjuicio” de los cuidados médicos asistenciales que precise el paciente.

2).- la posibilidad de abandonar el estudio en cualquier momento ‘“sin perjuicios” para el
paciente ni su familia/tutor.

3).- La familia y el paciente que participara en el estudio seria consciente de “no obtener

beneficio” de la participacion en el proyecto, con respecto a otros pacientes.
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4).- La seguridad de que se guardaria en todo momento la confidencialidad de los datos
personales de los pacientes segun la L.O.P.D. 15/1999.

5).- El equipo investigador tendria la posibilidad de publicar los resultados del estudio en
congresos médicos o reuniones salvaguardando siempre la confidencialidad de los datos

personales de los participantes.
Les recordamos que pueden ponerse en contacto con nosotros para resolver cualquier duda
pendiente, llamando al telélfono de la consulta de Cirugia Pedidtrica: 917277152, preguntando
preferiblemente por la Dra Luis.

Atentamente,

Dra Ana Lourdes Luis Huertas

Médico Adjunto de Cirugia Pediatrica. Hospital Universitario La Paz.
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ANEXO 1lI

HOJA DE |INFORMACION DIRIGIDA A PADRES/TUTORES DE
PARTICIPANTES SANOS (“CONTROLES”).

ESTUDIO EXPERIMENTAL Y CLINICO DE NUEVOS COMPONENTES DE DISFUNCION
NEUROCRISTAL EN LA HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA: ANOMALIAS DEL
SISTEMA VENOSO CERVICO-TORACICO Y DE LA FUNCION TIMICA,
NEUROENDOCRINA TIROIDEA Y PARATIROIDEA.

Médico Responsable: Dra Ana Lourdes Luis Huertas. S° Cirugia Pediatrica.

Hospital Universitario La paz.

INFORMACION A PADRES/TUTORES

El Departamento de Cirugia Pedidtrica y en concreto los investigadores del proyecto

[

denominado: Estudio experimental y clinico de nuevos componentes de disfuncion
neurocristal en la hernia diafragmatica congénita: anomalias del sistema venoso cérvico-toracico
y de la funcion timica, neuroendocrina tiroidea y paratiroidea”, proponen a los padres / tutores
AE e su participacion en los estudios de investigacion
clinica del mismo, como representante de la poblacion sana (“poblacidn control” ) de este
estudio.

Se trata de un estudio sobre la hernia diafragmatica congénita: una malformacién producida
durante el embarazo, que aparece con una frecuencia de 1/2500-3000 recién nacidos vivos.
Consiste en una alteracion en el diafragma ( musculo que separa el abdomen del torax) en
forma de orificio que produce el paso de las visceras abdominales ( intestino, bazo, higado o
estomago) al interior de la cavidad toracica impidiendo el buen desarrollo de los pulmones,
que son pequenos Y tienen su funcion disminuida, produciendo alteraciones en la ventilacion
pulmonar en el momento del nacimiento y en algunos pacientes también a lo largo de su vida.

El objetivo principal de este trabajo es conocer mejor el origen de la hernia diafragmatica
congénita y confirmar la existencia de otras anomalias en otros érganos asociadas a esta
malformacién, con el fin de poder mejorar su tratamiento global y asi disminuir en un futuro el
numero de complicaciones y complicaciones a largo plazo en estos pacientes. Estos 6rganos
“sospechosos” de afectacién son el tiroides, el timo y las paratiroides: glandulas situadas en el

cuello que tienen la funcion de: |)producir células de defensa frente a infecciones(linfocitos), en
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el caso del timo y 2) regular los niveles de calcio en el organismo: accion ejercida por las
paratiroides y el tiroides.

Para el estudio de estos organos realizariamos las pruebas que describimos a continuacion,
siendo necesaria la comparacion de estos datos entre los pacientes con hernia diafragamatica y
ninos sanos. De esta forma podriamos interpretar de forma correcta sus resultados y sacar
conclusiones validas, razon por la cual nos dirigimos a los padres de ninos sanos para esta
enfermedad.

Las pruebas a realizar en su hijo serian:

|. Entrevista clinica y exploracion fisica del participante, insistiendo en parametros de
crecimiento como el peso y la talla. Se realizaria en la consulta de Cirugia Pediatrica
coincidiendo con su cita para la peticion del estudio preoperatorio para la intervencion
quirdrgica de su patologia menor a la que sera sometido de forma programada.

Solo seria necesario llevarla a cabo en una ocasion a lo largo de todo el estudio.

Il. Analisis de sangre (en ayunas) para el estudio del calcio y de otras sustancias como el
fosforo, vitamina D, paratohormona, calcitonina u osteocalcina, que regulan los niveles
de calcio en la sangre.:Ademas se realizaria una cuantificacion de los linfocitos (células
de la defensa) que se producen en el timo.
Se trata de un analisis de sangre convencional, cuya técnica describimos a continuacion:
puncion de una vena periférica (venopuncion), por lo general de la parte anterior del
codo o del dorso de la mano y extraccion de la sangre en un frasco hermético o en una
jeringa.
Los riesgos de la venopuncion son raros, pudiendo existir: ligero sangrado, hematoma
(acumulacion de sangre por debajo de la piel),o infeccion superficial de la piel.

[ll. Analisis de orina (recogida de toda la orina de 24 horas en un frasco) para el estudio

del calcio y el resto de sustancias involucradas en su regulacion ya descritas en el punto

2.

Por supuesto y ante todo queremos insistir en que vuestra participacion seria siempre
voluntaria, en la posibilidad de abandonar el estudio en cualquier momento sin ninglin perjuicio;
asi como garantizar la confidencialiidad e intimidad del participante durante toda la duracién del

estudio, segun la ley L.O.P.D 15/1999.

188



Anexos

También os informamos de la posibilidad de publicar los resultados del presente proyecto por
parte del equipo investigador, en congresos médicos, salvaguardando siempre la
confidencialidad de los datos personales de los participantes.

Les recordamos que pueden ponerse en contacto con nosotros para resolver cualquier duda
pendiente, llamando al telélfono de la consulta de Cirugia Pediatrica del Hospital La Paz:

917277152, preguntando preferiblemente por la Dra Luis.

Atentamente,

Dra Ana Lourdes Luis Huertas

Médico Adjunto de Cirugia Pediatrica. Hospital Universitario La Paz.
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ANEXO IV

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO DEL
PADRE/TUTOR

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: “ ESTUDIO EXPERIMENTAL Y CLINICO
DE NUEVOS COMPONENTES DE DISFUNCION NEUROCRISTAL EN LA HERNIA
DIAFRAGMATICA CONGENITA: ANOMALIAS DEL SISTEMA VENOSO CERVICO-
TORACICO Y DE LA FUNCION TIiMICA, NEUROENDOCRINA TIROIDEA Y
PARATIROIDEA”

Promotor : Dra Ana Lourdes Luis Huertas

Yo (nombre y apellidos).......cccceveveres cocvurenenane en calidad de (indicar parentesco o
relacion con el Menor) ........ccccveeeccenecnns y representante de (indicar el nombre y
apellidos del menor)............ccoeiennen...

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con la Dra Luis Huertas, quien me ha explicado el contenido y objetivos del
proyecto y se ha comprometido a aclarar posibles dudas que puedan surgir en cualquier
momento del mismo.

Comprendo que la participacion de mi representado es voluntaria.
Comprendo que puedo retirar del estudio a mi representado:

|° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para que mi representado participe en el estudio.

FIRMA DEL REPRESENTANTE FIRMA DEL INVESTIGADOR

FECHA: FECHA:

191



Ana Lourdes Luis Huertas. Tesis Doctoral

192



Anexos

ANEXO V. PROTOCOLO DEL ESTUDIO CLiNICO

NOMBRE: NHC:

APELLIDOS: F. Nacimiento:
Fecha entrada estudio: Edad:

|.- Entrevista clinica [ Fecha ---------

I. Antecedentes obstétricos

Diagnéstico prenatal oSl 1 NO 1 EG
Diagnostico de otras malformaciones

Enfermedades maternas

Exposicion a farmacos /teratdégenos

Parto ) Vaginal ] Cesarea

"1 PRN ] Talla

Il. Malformaciones asociadas

= Cardiopatia NO [ Sl Tipo  ----m-mm---
= Maxilofaciales NO[O SIO Tipo  -----------
= ORL NO [ Sl Tipo  ---m--mmmm-
= R.dismorficos NO O SIO Tipo  -----------

= Otras
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I1I. Hipocalcemia

Neonatal [ Fuera de periodo neonatal [
= Estridor laringeo [ Dolor muscular/Debilidad [
= Otros sintomas O

=  Tratamiento SI 0 NO O

IV. Infecciones recurrentes:

= Tipo

= Edad

= Gravedad: Ingreso  NO [

V. Enfermedades autoinmunes NO [
VI. Reacciones transfusionales NO O
VIl. RGE NO [

Otros sintomas digestivos NO [
VIII. Neumopatia NO [

IX. Retraso psicomotor/neurocognitivo
X. Deformidades toracicas NO [

Xl. Antropometria

Peso (Kg) Percentil
Talla (cm) Percentil
I. Nutricionales l. Shukla
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2.- Estudio de la funcion timica

1 Citometria de flujo

3.- Estudio del metabolismo fosfocalcico

[

0

FGE (I. Schwartz)
Calcio total sérico
Calciuria/24h
Fosforo sérico
PTH, sérica
Calcitonina sérica

Fosfatasa Alcalina

4.- Estudio de la Mineralizacién Osea:

0

Densitometria Osea

[1 Calcio ionico sérico
"1 Cociente Ca,/Cr,
[J RTP

[1 Vitamina D

[l Osteocalcina
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ANEXO VI. RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE LAS SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN
LOS PACIENTES CON HDC Y LOS SUJETOS DEL GRUPO CONTROL

1330 . . . 1862 1862 172,9 665 .
n 7630 1749 | 9576 72% | 5453 41% > 305,923% | 372,428% | 2128 16% 139 - 970,9 73%

| oz | | |

N N 0 0 3 0 0 30 2 R

2320 1461,6 835,2 602 271 464 522 199 496 370 1832
HDCS n 6505 35’6% 25,9% : I,G% 22,5% 8'57% 2I'3% -

2830 2122,5 . . . 1216,9 . . 396,2 . 2547 2320,6
HDCY | 5a 7950 i 759 84930% | 622622% | 2547 9% prie 1018,836% | 141,55% i | 22648% | 0 o pogy;

HDCI | 5a ND ND 68% 31% ND ND 31% ND ND 1% 14% 0 ND

2820 16174 . 282 . 564 . 676,8 535,8 84,6 1889,4
HDCI3 | 4a 6750 e 579, 1128 40% | 676,8 24% 0% 4794 17% 0% 112,8 4% 4 1% 0 3, 79,

4580 . 1740,4 . . . . 8244 . 137,4 35266
HDCI5 | 3a 8820 shoy | 348076% 389 137430% | 212,87% | 114525% | 8244 18% | 1832 4% 185 229 5% 0 39 279
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4860
44,1%

3013,2 I3I22 972 8748 9234 3402

“mn

HDC21

3a

ND

ND

67%

44%

35%

1%

16%

13%

3%

29%

ND

2%

68%

HDC26

HDC28

la

18m

5m

4a

7m

27910

ND

13964

9975

9100

3349

ND

ND

59%

37144
70%

ND

1965
(72%)

ND

38%

1538,8
(29%)

ND

32%

902
17%

ND

6%

636,7

ND

ND

16%

1114,3
21%

ND

24%

ND

ND

1%

ND

ND

ND

ND

20%

530,6
(10%)

ND

15%

ND

21%

ND

ND

5%

ND

ND

5%

ND

ND

ND

3564 | 25304 | 14968 8197 285, 712 6058 1069 891 142,56 .
RIS | vE el % | 7% 2% 23% 8% 20% 17% 3% 25% 4 0 e 70%
HDC24 | 2a ND ND 7% 47% 30% 8% 24% 18% 4% 13% 10% 0 4% 82%

ND

66%

ND

ND

ND
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C7

ND

2850
(46,3%)
14,2%
ND

1930
(29%)

2690
(40%)

2470
(42%)

1390
(32,6%)

4310
(50,23%)

2520
(48%)

2137,5
(75%)

81%

1313
(68%)

1909,9
(71%)

2025,4
(82%)

1084,2
(78%)

3275
(76%)

1839,6
(73%)

1026
(36%)

39%

682
(35%)

1129,8
(42%)

913,9
(37%)

6533
(47%)

1896,4
(44%)

806,4
(32%)

18
(10%)

19%

336,2
(17%)

538
(20%)

592,8
(24%)

417
(30%)

1379,2
(32%)

504
(20%)

627
(22%)

17%

201,7
(10%)

484,2
(18%)

345,8
(14%)

305,8
(22%)

387.9
(9%)

252
(10%)

997,5
(35%)

36%

502,1
26%

672,5
(25%)

839,8
(34%)

347,5
(25%)

1293
(30%)

680,4

(27%)

826,5
(29%)

31%

285,
14,7_%

6187
(23%)

716,3
(29%)

291,9
(21%)

1077,5
(25%)

428,4
(17%)

427,5
(15%)

9%

I'l5,
6%

2152
(8%)

247
(10%)

139
(10%)

172,4
(4%)

252
(10%)

256,5

7%

285
14,7%

430,4
(16%)
375

197,6
(8%)

194,6
(14%)

7758
(18%)

529,2
(21%)

(14%)

1%

139,5
7,2%

376,6
(14%)

247
(10%)

834
(6%)

258,6
(6%)

151,2
(6%)

3%

96,5
5%

134,5

1042,5
(75%)

2973,9
(69%)

1789,2
(71%)
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6920 2820 | 2171,4 | 1071,6 | 5922 | 3384 | 9024 | 6204 1974 | 3948 | 2538 | 0 ND 1945,8
(40,7%) | (77%) | (38%) | 1%) | (12%) | (32%) | (22%) (14%) (69%)

6490 3790 | 21982 | 14402 | 9854 | 3032 | 6443 | 8338 | 113,7 | 5306 | 9854 2274 2804,6
(58,39%) | (58%) | (38%) | (26%) ©%) | (17%) | (2%) GB%) | (14%) | (26%) (6%) (74%)

Cl7 | 3a
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