TRABAJO EXPERIMENTAL

Cir Pediatr 2010; 23: 59-64

El modelo de mielomeningocele en oveja presenta
alteraciones cerebrales semejantes a las del humano y
estas pueden ser prevenidas mediante cirugia fetal abierta
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RESUMEN

Objetivo. Describir malformaciones cerebrales en el modelo de
mielomeningocele (MMC) en oveja que pudieran asociarse a las alte-
raciones cognitivas observadas en humanos y determinar si algtin tipo
de abordaje prenatal es capaz de prevenirlas.

Métodos. Realizamos un MMC fetal en 33 ovejas prefiadas entre
los dias 60 y 80. En 15 casos el defecto no fue corregido (grupo A); en
10 fue corregido mediante cirugfa fetal abierta (grupo B); en 5 median-
te cobertura fetoscdpica con pegamento bioldgico (grupo C); y en 3
mediante la aplicacion fetoscépica de un parche de sustituto de dura. Los
créneos y cerebros fueron examinados externamente y en cortes corona-
les. Buscamos hidrocefalia, alteraciones en la migracion neuronal y mal-
formacion de Arnold-Chiari tipo IT (AC-II) mediante H&E, Masson y el
marcador neural S-100. Cuatro corderos sanos sirvieron de control.

Resultados. Siete animales en el grupo A (46%), 5 en el grupo B
(50%),2 enel C (40%) y 1 en el D (33%) nacieron a término median-
te cesdrea. Los del grupo A presentaron alteraciones en la migracién
neuronal, hidrocefalia y AC-II, no observadas en el grupo B o en los
controles. Los cerebros del grupo C no presentaron hidrocefalia ni alte-
raciones en la migracién, pero si dilatacién del cuarto ventriculo y un
grado menor de herniacion cerebelosa. En este grupo, las raices nervio-
sas del defecto se encontraban cubiertas por una capa continua de mate-
rial fibroso.

Conclusiones. El modelo de MMC en oveja presenta alteracio-
nes en el desarrollo cerebral que podrfan corresponderse con algunas
de las alteraciones cognitivas de la enfermedad humana. La cobertura
abierta puede prevenirlas completamente y la fetoscdpica con pegamen-
to parcialmente.
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PRENATAL TECHNIQUES TO PREVENT CENTRAL NERVOUS SYSTEM
MALFORMATIONS IN THE SURGICALLY INDUCED MODEL OF
MYELOMENINGOCELE

ABSTRACT

Aim. To describe central nervous system malformations in the sur-
gically induced model of Myelomeningocele (MMC) and their preven-
tion using different prenatal treatments.

Methods. MMC was surgically created in 33 fetal lambs. Fifteen
did not undergo fetal repair (group A). Of the lambs that did undergo
repair, 10 were repaired with open two layer surgical closure (group B),
5 with fetoscopic coverage using bioglue (group C) and 3 fetoscopical-
ly using a patch (group D). All procedures were recorded and lamb
brains and spinal cords were examined grossly and microscopically in
coronal sections for structural organization anomalies. Histopatholog-
ical changes were assessed using HE and S-100 neural marker.

Results. Hydrocephalus, Arnold-Chiari type II (AC-II) malforma-
tion and some neuronal migration disorders were observed in group A.
Brains from group B and D were not hydrocephalic and had neither cell
migration disorders nor hindbrain herniation. Group C presents mild
degrees of hydrocephalus and AC-IL. In group C lumbar lesion was cov-
ered by fibrous tissue.

Conclusions. Some of the central nervous system abnormalities
observed in human disease are present in the surgically induced mod-
el of MMC. In this model avoidance of fluid drainage using open fetal
surgery limits malformation severity.

KEY worDps: Myelomeningocele; Cortex; Gyral; Development; Brain.

INTRODUCCION

El mielomeningocele (MMC) asocia varias alteraciones en
el desarrollo neuronal cerebral bien descritas por trabajos ana-
tomopatoldgicos y radiolégicos. Estas malformaciones suelen
ser: hidrocefalia de ventriculos laterales y tercer ventriculo, dis-
genesia de cuerpo calloso, alteraciones en la migracion neuro-
nal y malformacién de Arnold-Chiari tipo IT (AC-IT)("2.

Estas malformaciones se relacionan con algunas altera-
ciones cognitivas, también bien conocidas, asociadas a la
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enfermedad generalmente en forma de déficits no verba-
les®.

En el modelo de MMC en la oveja, han sido estudiadas
principalmente la funcionalidad de las extremidades infe-
riores y la anatomfa medular. También han descrito varios
autores el AC-II y su correccién mediante cirugia fetal abier-
ta®>. Sin embargo, inicamente un estudio habfa centrado sus
esfuerzos en el desarrollo neuronal cerebral del modelo fue-
ra de las ya conocidas alteraciones de fosa posterior®.

En humanos, los datos preliminares de cobertura prena-
tal del defecto mediante cirugfa fetal abierta se asocian a una
mejorfa de la conformacién de cerebro y cerebelo y a una dis-
minucion a la mitad de la necesidad de colocacién de una val-
vula de derivacion ventriculo-peritoneal ™.

Los problemas de la cirugia fetal abierta son el oligohi-
dramnios y el parto pretérmino!?, tratando de evitarlos auto-
res de todo el mundo, han intentado simplificar la técnica
de cobertura facilitando asf su correccién endoscépica’!-13),

No existe ningun estudio experimental que enfrente los
resultados sobre el desarrollo neuronal cerebral de la ciru-
gia fetal abierta y de distintas técnicas endoscdpicas en un
modelo de MMC.

Nuestro objetivo fue describir si el modelo de MMC en
oveja presenta alteraciones en el desarrollo neuronal cerebral
que pudieran relacionarse con las alteraciones cognitivas des-
critas en el humano y el posible efecto beneficioso sobre estas
de distintos tipos de cobertura prenatal.

MATERIAL Y METODOS

Las ovejas prefladas fueron trasladadas a nuestras insta-
laciones una semana antes de la cirugia con acceso libre a
comida y agua hasta las dltimas 24 horas previas a la inter-
vencién. En todos los casos realizamos un estudio ecografi-
co que confirmara y datara la gestacién. Las ovejas fueron
intubadas y anestesiadas con Propofol (10 mg/kg) e Isofluo-
rano 2-2,5% con oxigeno a 2 L/min. El dolor postoperatorio
fue diagnosticado mediante cambios en el comportamiento y
la marcha y tratado con parches de Fentanilo.

La creacion del defecto ha sido descrita previamente™® y
consiste en la realizacion de una laminectomia lumbar bila-
teral con apertura de la duramadre seguida de una mieloto-
mia media. La longitud total del defecto fue de unos 3 cm.

Realizamos el defecto en 33 animales entre las semanas
60 y 80 de gestacion; en 15 casos este no fue corregido pre-
natalmente (grupo A); en 10 el defecto fue corregido median-
te cirugfa fetal abierta con dos suturas continuas de dura y
piel (grupo B); en 5 mediante la aplicacién fetoscdpica per-
cutdnea de un pegamento bioldgico (grupo C); y en 3 median-
te la sutura de un sustituto de duramadre derivado del Gore-
tex (Duragen®) y abordaje fetoscdpico con tres puertos (gru-
po D).

La técnica fetoscopica de aplicacién del pegamento no
habia sido descrita y se realiz6 mediante abordaje percuté-
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Figura 1.

neo con control ecogrifico usando un tnico trécar Cook
(Check-Flo Introducer Set. Cook. RCF 10.0 38-J) compati-
ble con una dptica Storz de 2 mm (11530 AA. Kart Storz).
El pegamento sintético usado fue Cosseal® (Baxter) y se intro-
dujo de manera percutdnea a través de una aguja de veress
con la punta cortada (Fig. 1). La técnica percutdnea con tres
trocares ha sido previamente descrita y se realizé con puer-
tos de 3 mm fijados a la pared con balones de Fogarty intro-
ducidos a través de Abocaths paralelos a los puertos!'. Pos-
teriormente, se suturé un parche ovoideo de Duragen® sobre
el defecto usando una sutura monofilamento no absorbible.
Posteriormente los bordes fueron sellados con pegamento
biolégico pasando la aguja de veress a través de uno de los
trocares. En los dos tipos de abordaje fetoscopico utilizamos
Helio conectado a un insuflador de laparoscopia Storz, ya
que el uso de CO, en fetoscopia puede asociarse a acidosis
fetal.

Las gestaciones continuaron hasta el dia 140. Los cor-
deros vivieron durante las primeras 24 horas durante las que
se estudid la presencia de alteraciones en la marcha y segui-
damente fueron sacrificados y perfundidos con Paraformal-
dehido al 7%.

Los corderos fueron decapitados y el sistema nervioso
central (SNC) extraido en un bloque cerebro-medula. Los
crdneos fueron explorados externamente y seccionados en
su linea media en busca de malformacion de ACII, descri-
ta como tejido cerebelar bajo el foramen magnum. Los cere-
bros fueron seccionados en su linea media y se tomaron
fotografias de sus planos laterales y sagitales para posterior
estudio de alteraciones groseras en la migracién celular e
hidrocefalia. El hemisferio cerebral izquierdo fue seccio-
nado en cortes coronales de medio centimetro desde la comi-
sura blanca anterior en sentido ventral y dorsal. Los blo-
ques fueron embebidos en parafina y se realizaron cortes
de 6 um que fueron tefiidos con H-E, Masson y el marca-
dor neuronal S-100. Cuatro animales sanos sirvieron como
controles.
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Grupo A

Figura 2. Grupo A: presencia de AC-II. Grupo C: grado intermedio de AC-II. Grupos B y D: ausencia de AC-II.

Figura 3. Grupo A: gran hidrocefalia en ventriculos laterales. Grupo C: grado intermedio de hidrocefalia en ventriculos laterales. Grupos B y
D: ausencia de hidrocefalia.

RESULTADOS

Diez y ocho animales murieron durante la gestacion
(18/33; 54%) con dos casos de muerte materna (2/33; 6%), lo
que supone una mortalidad fetal y materna semejante a la des-
crita previamente por otros autores (4-6).

Siete animales en el grupo A (7/15; 46%), 5 en el grupo
B (5/10; 50%), 2 en el grupo C (2/5; 60%) y 1 enel D (1/3;
33%) (n.s.) nacieron a término entre los dias 140 y 145 de
gestacion. Las muertes en el grupo D fueron, en ambos casos,
intraoperatorias por sangrado tras colocacion percutdnea de
los puertos.

El tiempo del procedimiento en el grupo B fue de 40 min.
+ 11, en el grupo C de 40 min = 8 y en el D de 240 min =
41.

Aspecto del defecto y clinica

En el momento del cierre del defecto (en los grupos B y
C) y al nacimiento en el grupo A, el MMC presentaba un

VOL. 23,N°1,2010

aspecto semejante al de la enfermedad humana, estando for-
mado por una fina capa que contenfa liquido y tejido ner-
vioso medular abierto en su linea media. Clinicamente, los
animales del grupo A eran parapléjicos, incontinentes para la
orina y presentaban hipotrofia de su cuartos traseros y diver-
sas anomalias ortopédicas en forma de artrogriposis y esco-
liosis graves. Ninguno de los animales presentaba alteracio-
nes craneales groseras, siringomiela o quistes cuadrigéminos.

Malformaciéon de Arnold-Chiari tipo 11

Cuatro animales del grupo A (4/7; 57%) presentaron mal-
formacién de AC-II no observada en ninguno de los anima-
les de los grupos B, D o en los controles. Los animales del
grupo C presentaron en un caso AC-II en un grado menor que
el observado en el grupo A (Fig. 2).

Hidrocefalia y alteraciones en la migracion neuronal
En los animales de grupo A existia hidrocefalia (Fig. 3) y
alteraciones en la migracién neuronal en forma de adelgaza-
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miento cortical temporal y pérdida de la estructura habitual
(Fig. 4).

En algunas regiones, el epéndimo habfa desaparecido brus-
camente y eran las regiones adyacentes a estas las que pre-
sentaban un mayor grado de alteracion estructural (Fig. 4).
También en el grupo A existian zonas de adelgazamiento del
cuerpo calloso observadas tinicamente en sus porciones pos-
teriores.

Los animales del grupo C presentaban ligera hidrocefalia
de los ventriculos laterales y uno de ellos una llamativa dila-
tacion del tercer ventriculo no acompafiada de alteraciones
microscopicas en el tejido adyacente o estenosis en el acue-
ducto de Silvio.

Ninguno de los animales del grupo B, D o los controles
presentaron hidrocefalia, alteraciones corticales ni otras alte-
raciones en la migracién neuronal.

Defecto lumbar

A término, los defectos lumbares en el grupo A se encon-
traban abiertos con grados variables de cierre espontineo que
no llego a ser total en ningun caso. Los animales del grupo B
presentaban el defecto completamente cerrado con un creci-
miento normal de piel y anejos sobre €1, mientras que en los
animales del grupo C macroscopicamente el defecto se encon-
traba completamente abierto, aunque en los estudios micros-
copicos con H-E se pudo comprobar que existia una fina capa
continua de tejido fibroso que cubria las raices nerviosas. El
animal del grupo D presentaba el defecto cerrado por com-
pleto.

DISCUSION

Alteraciones en el desarrollo cerebral del modelo

Existe evidencia radioldgica y anatomopatoldgica de la
existencia de anomalias en el desarrollo neuronal cerebral en
pacientes con MMC. Entre estas malformaciones se encuen-
tra: hidrocefalia de ventriculos laterales y del tercer ventricu-
lo, alteraciones en la migracién neuronal, adelgazamiento cor-
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Figura 4. Grupo A: trastornos en la
migracién neuronal. Pérdida de
estructura y adelgazamiento cortical
con denudacién ependimaria. Gru-
pos B, Cy D: estructura cortical nor-
mal.

tical temporal, disgenesia del cuerpo calloso, polimicrogiria
y alteraciones en la conformacién cerebelar y de la fosa pos-
terior2.

Todas estas malformaciones han sido relacionadas por
otras publicaciones con las alteraciones cognitivas particula-
res de los nifios con MMC, descritas generalmente en forma
de déficits de atencion u orientacién asi como déficits cogni-
tivos no verbales®16.17.

El modelo de MMC en oveja presenta similitudes con la
enfermedad humana en forma de paraplejia e incontinencia
urinaria, asi como malformacién de AC-II y lesiones histol6-
gicas medulares semejantes®>.

Von Koch, del grupo de tratamiento prenatal de San Fran-
cisco, realizé en el afio 2005 el tnico estudio hasta esa fecha
que buscaba alteraciones en el desarrollo neuronal cerebral del
modelo. No encontré hidrocefalia y las alteraciones cerebrales
estaban limitadas a trastornos en la densidad axonal en un trac-
to nervioso particular relacionado con la fimbria®. Sus hallaz-
gos en cuanto a AC-II fueron muy semejantes a los descritos
previamente por la literatura®2%, La principal limitacién de
este estudio fue quizd el pequefio nimero de animales. Nues-
tro grupo ha publicado recientemente algunas malformaciones
cerebrales en el modelo que sugerfan una similitud mayor con
la enfermedad que las descritas por von Koch; sin embargo, el
nimero de animales fue también muy reducido®".

Los animales con defecto no corregido de nuestro estu-
dio actual mostraron alteraciones en el desarrollo neuronal
cerebral, semejantes a las descritas en las series humanas:
hidrocefalia de ventriculos laterales y tercer ventriculo, alte-
raciones en la migracion neuronal, disgenesia de cuerpo callo-
soy AC-IL

La etiologia de la malformacién de AC-II y de la hidro-
cefalia es controvertida. Algunas teorfas localizan su origen
en alteraciones en la conformacién de la fosa posterior que
impiden la correcta circulacién de liquido cefalorraquideo
(LCR)®, Otras mas recientes describen la existencia de una
denudacién ependimaria inicial que destruye la matriz germi-
nal y modifica la absorcién de LCR y precede a toda la cas-
cada malformativa®@2¥,
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En el modelo de oveja hemos podido comprobar la exis-
tencia de alteraciones en la migracion celular cortical asocia-
das a dreas extensas de denudacién ependimaria sin AC-II o
estenosis del acueducto de Silvio. El niimero de animales es
reducido y no podemos establecer ninguna conclusién sélida
en este sentido; sin embargo, nuestros hallazgos sugieren que
la denudacién ependimaria en este caso tuvo un papel inicial
al describirse aislada y sin otra razén que explicara la presen-
cia de hidrocefalia.

Nuestros hallazgos en el modelo en cuanto a AC-II son
semejantes a los del resto de las publicaciones y son cerca-
nos al 43% descrito por von Koch®. Los animales dentro del
grupo de no corregidos que no presentaron AC-II tenian el
defecto lumbar parcialmente cubierto o, en cualquier caso, de
tamafio menor que los defectos abiertos y grandes que pre-
sentaban los animales con AC-II; hallazgo semejante al des-
crito por Meuli®> y que sugiere que la pérdida continua de
LCR es un factor determinante en su desarrollo.

Eficacia de las distintas técnicas de cobertura prenatal
del defecto

Meuli describi6 en sus primeros trabajos que la cobertu-
ra prenatal del defecto en el modelo mediante cirugfa fetal
abierta producia una reduccién significativa del AC-Il y cier-
ta mejoria funcional en las extremidades inferiores, medida
mediante potenciales evocados™). Von Koch no encontré dife-
rencias significativas en el desarrollo axonal cerebral entre
los animales corregidos y los no corregidos®.

En nuestro grupo, los animales corregidos mediante ciru-
gia fetal abierta no mostraron alteraciones cerebrales signifi-
cativas y, de hecho, fueron indistinguibles en todos los aspec-
tos del grupo control.

Los animales corregidos mediante la técnica de cobertura
percutdnea con pegamento presentaron lesiones de gravedad
intermedia. En estos casos no encontramos alteraciones de la
migracién neuronal pero si hidrocefalia de los ventriculos late-
rales y dilatacion del tercer ventriculo, pequefios cambios dis-
plasicos en los plexos coroideos y grados menores de AC-IL.
Esto sugiere que el pegamento cubre el defecto de manera efec-
tiva durante un periodo de tiempo limitado, disminuyendo las
consecuencias sobre el desarrollo cerebral de la pérdida de
LCR, pero no previniéndolas por completo. El procedimien-
to es sencillo y con poco riesgo de sangrado.

La cobertura con tres trécares y una plancha de Duragen
es considerablemente mds compleja. El abordaje percutdneo
con 3 puertos en un animal con cotiledones dispersos por la
cavidad uterina multiplica el riesgo de sangrado, que fue la
causa principal de muerte en este grupo. La cobertura en si
misma también es laboriosa y larga. Los resultados del gru-
po D, aunque semejantes a los de la cirugfa fetal abierta, son
cuestionables al existir un tnico superviviente. Los potencia-
les beneficios de las técnicas percutdneas en cuanto a dismi-
nucién del parto pretérmino o mortalidad fetal no han podi-
do ser establecidos probablemente por el pequefio tamafio de
la muestra.
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Este trabajo completa en parte los resultados preliminares
publicados por nuestro grupo, sugiriendo con mds solidez que
algunas de las malformaciones cerebrales observadas en la
enfermedad humana pueden deberse Ginicamente a la pérdida
de LCR, quizd debido a modificaciones en la concentracion
de sus factores de crecimiento. Si esto es asi, la cobertura pre-
natal del defecto estarfa indicada, siendo el cierre completo
mediante cirugia fetal abierta el procedimiento m4s efectivo.
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