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RESUMEN

Objetivo. Describir un nuevo modelo experimental de brida amni6-
tica en ratas y mostrar los resultados morfolégicos iniciales.

Material y métodos. El modelo se cre6 mediante ligadura con seda
de una pata trasera de los fetos el dfa 17 de gestacion; en determinados
fetos la ligadura fue retirada el dia 19 de gestacién. Los fetos se extra-
jeron mediante cesdrea el dia 21 de gestacidn, analizando sus pesos y
las caracteristicas morfolégicas de sus patas traseras.

Utilizamos 10 ratas SD gestantes, con un peso de 263 g (231-279). Se
analizaron 113 fetos repartidos en 6 grupos: fetos de ratas control (n=28),
apertura y cierre uterino (n=7), creacion de brida (n=28), creacién y retirada
de la brida (n=14) y fetos a los que no se intervino pero formaban parte de
las camadas de los grupos en que se cre6 la brida (n=19) y de los que se
cred y se retiré (n=17). Las comparaciones entre grupos se realizaron me-
diante test paramétricos considerando significativas diferencias con p<0,05.

Resultados. Los fetos intervenidos (ligadura y ligadura con reti-
rada) mostraron diferencias estadisticamente significativas en el peso
(medias=4,56 gy 4,4 ) y longitud de patas traseras (medias=3,97 mm
y 5,34 mm) respecto al resto de grupos, no asi el grupo de apertura y
cierre uterino sin actuacion sobre el feto. La tasa de abortos en fetos
intervenidos fue del 16,6% y la de amputaciones del 8,3%.

Discusion. Se describe un modelo experimental viable y reproduci-
ble de bridas amnidticas, con posibles aplicaciones, tanto en el estudio
de la enfermedad como en el papel de la cirugia fetal sobre la misma.

PaLABRAS CLAVE: Modelo experimental; Brida amniética; Ratas; Ci-
rugia fetal.

EXPERIMENTAL MODEL OF AMNIOTIC BAND IN RATS: MODEL
DESCRIPTION AND INITIAL MORPHOLOGICAL STUDY

ABSTRACT
Purpose. Our objective is to describe a new experimental model
of amniotic band in rats and to show the initial morphological results.
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Methods. The model was created by ligation of a hind limb with
silk on day 17 of gestation; in selected fetuses ligation was withdrawn
on day 19 of gestation. Fetuses were removed by cesarean section on
day 21 of gestation, analyzing their weights and morphological char-
acteristics of their hind legs.

We used 10 pregnant SD rats, weighing 263 g (231-279). One
hundred and thirteen fetuses were analyzed divided into 6 groups: fe-
tuses from control rats (n=28), uterine opening and closing (n=7), band
creation (n=28), band creation and subsequent removal (n=14) and not
intervened fetuses of the litters in which the band was created (n=19)
and that the band was created and removed (n=17). Comparisons be-
tween groups were made using parametric tests considering p<0.05 as
a threshold for significance.

Results. Operated fetuses (band creation and band creation and re-
moval) showed statistically significant differences in weight (mean=4.56
g and 4.4 g) and length of their hind limbs (mean=3.97 mm and 5.34
mm) compared to the rest of the groups.

The rate of abortions in operated fetuses was 16.6% and the rate
of amputations was 8.3%.

Discussion. A viable and reproducible experimental model of am-
niotic band is described, with potential applications in both the study
of the disease and the role of fetal surgery thereon.

Key WoRrbs: Experimental model; Amniotic band; Rats; Fetal sur-
gery.

INTRODUCCION

Las bridas amnidticas constituyen un conjunto de malfor-
maciones congénitas que se caracterizan por una constriccion
anular de distintas partes del organismo, siendo las extremi-
dades un lugar preferente de formacion, con unos resultados
variables como efecto de la estrangulacién progresiva pro-
vocada por la brida® llevando, en casos severos, a la ampu-
tacion de las estructuras involucradas®. Distintas teorfas se
han establecido acerca de su origen, conformdndose bésica-
mente en 2 modelos, el intrinseco y el extrinseco, en funcién
de la posible etiopatogenia debida a factores embriogénicos
(principalmente, dafios vasculares) o a factores exdgenos (in-
cluyendo disrupciones amnidticas), respectivamente, siendo
ambas teorias aceptadas en la actualidad®#.
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La principal opcidn terapéutica en los casos graves con
alto riesgo de aparicion de lesiones irreversibles o amputacion
es la cirugia fetal, cada vez mds aceptada al reducirse la mor-
bimortalidad asociada a la misma en funcién de la experiencia
y los avances técnicos®.

Distintos modelos experimentales se han empleado en
el estudio de esta patologia, tanto de su etiopatogenia como
del papel de la cirugfa fetal sobre la misma, generalmente
empleando animales relativamente grandes en los que la ci-
rugia fetal experimental sobre los mismos estd ampliamente
descrita™12 o con métodos de provocacion que reproducen la
patologia en un nimero limitado de fetos(. Nuestro objetivo
es describir un nuevo modelo experimental de brida amnidtica
en animales de experimentacion relativamente econdmicos y
de uso generalizado (ratas), con una alta efectividad patogé-
nica mediante el empleo de técnicas quirdrgicas sencillas y
mostrar los resultados morfoldgicos iniciales obtenidos en la
creacion de dicho modelo.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de animales

Se utilizaron 10 ratas Sprague-Dawley gestantes de entre
231y 279 g (mediana de 263 g). La gestacion fue determinada
mediante citologia vaginal tras permanecer la noche junto a un
macho de la misma raza, considerdndose como resultado po-
sitivo la presencia de espermatozoides en la citologia vaginal
analizada en el microscopio 6ptico. El dia de determinacion
se consider6 dia 0 de gestacion.

Determinacion de grupos
Se establecieron 3 grupos de ratas gestantes en funcion

de las posteriores actuaciones sobre los fetos:

— Grupo control (n=2): ausencia de actuacion sobre los
fetos.

— Grupo I (n=5): creacién de la brida mediante ligadura de
pata trasera el dia 17 de gestacion. En este grupo también
se realizd en determinados fetos apertura y cierre uterino
sin actuacion sobre el feto.

— Grupo 2 (n=3): creacién de la brida el dia 17 de gestacion
y retirada de la misma el dia 19 de gestacidn.

Los fetos de las ratas gestantes se extrajeron en todos los
casos mediante cesédrea el dia 21 de gestacion.

De un total de 140 fetos obtenidos se analizaron 113 divi-
didos en 6 grupos de estudio en funcidn de las ratas gestantes
alas que pertenecian y a las intervenciones previas realizadas
sobre los mismos:

— Gestantes control:

- Fetos control (n=28).

— Gestantes del grupo 1:

- Fetos con apertura y cierre uterino (n=7).

- Fetos con creacién de brida (n=28).

- Fetos control del grupo 1, en los que no se actud sobre

el feto ni sobre el ttero (n=19).
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— Gestantes del grupo 2:
- Petos con creacion y retirada de brida (n=14).
- Fetos control del grupo 2, en los que no se actud sobre
el feto ni sobre el ttero (n=17).

Preparacion preoperatoria

Los animales se alojaron en nuestras instalaciones, acre-
ditadas por las autoridades sanitarias regionales de acuerdo
con la actual regulacién de la Unién Europea, como minimo
| semana antes de la intervencién a fin de asegurar su aclima-
tacién al centro. No hubo restriccion de alimentos sélidos ni
liquidos previa a la cirugia. En el momento de la intervencion
se control6 la temperatura (entre 21 y 23°C) y bajo el campo
quirtdrgico se colocd una manta térmica para compensar la
pérdida de calor durante la intervencién. Como método anes-
tésico utilizamos la inhalacién de sevoflurano tanto para la
induccién (4%) como para el mantenimiento (2%). Se rasurd
el vientre de los animales desde el apéndice xifoides hasta la
region inguinal, con posterior desinfeccion de la zona con
povidona yodada y delimitacién del campo quirtrgico con
paiio fenestrado estéril. Preoperatoriamente se administrd
subcutdneamente tratamiento antibidtico (cefazolina 15 mg/
kg) y analgésico (meloxicam 0,4 mg/kg). La cirugia se llevd
a cabo mediante una técnica quirdrgica limpia pero no estéril.

Procedimientos quirirgicos

En todos los casos se realiz6 laparotomia media y exterio-
rizacion del dtero de la rata gestante para actuar directamente
sobre el mismo. La eleccidn de los fetos a intervenir fue alea-
toria, evitando intervenir a fetos contiguos de la misma cama-
da. La apertura uterina se realiz6 en todos los casos mediante
creacion de una bolsa de tabaco con Prolene 5/0 y apertura
hasta la cavidad amnidtica, y finalizada la intervencion el
cierre uterino se llevé a cabo mediante cierre de la bolsa de
tabaco. En los casos de pérdida abundante de liquido amni6-
tico (>0,5 cc) se repuso con Ringer Lactato antes del cierre
uterino. Tras la intervencién el cierre de la pared abdominal
se realiz6 mediante suturas continuas reabsorbibles (Vicryl
4/0) del plano muscular y de la piel.

Apertura y cierre uterino: histerotomia y cierre uterino
segtin la técnica descrita sin actuacion sobre el feto.

Creacion de brida (Fig. 1): exteriorizacion de la pata tra-
sera con extremo cuidado en su manipulacion y colocacion de
ligadura de seda 5/0 en su parte proximal (entre la cadera y la
rodilla) sin llegar a provocar signos de isquemia distal. Rein-
troduccidn de la pata en la cavidad amnidtica y cierre uterino.

Retirada de brida: apertura uterina respetando la locali-
zacion de la incision uterina previa. Exteriorizacion de la pata
trasera y retirada de la ligadura. Reintroduccion de la pata en
la cavidad amnidtica y cierre uterino.

Cuidados postoperatorios

Tras la intervencién los animales fueron acomodados en
sus jaulas con disponibilidad inmediata de agua y alimento
sélido. Se administrd tratamiento antibidtico (cefazolina 15
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Figura 2. Extraccion de feto.

mg/kg/24 h) y analgésico (meloxicam 0,4 mg/kg/24 h) sub-
cutdneo durante las primeras 48 horas postoperatorias.

Extraccién de muestras

La extraccion de fetos se llevd a cabo en todas las ratas
gestantes el dia 21 de gestacidn, utilizando anestesia inhalato-
ria (sevoflurano). Mediante laparotomia media se exterioriz6
el dtero y los fetos se extrajeron mediante histerotomia (Fig.
2), con posterior sacrificio de los mismos por congelacion.
Tras la extraccion las ratas gestantes fueron sacrificadas me-
diante esanguinacion, permaneciendo anestesiadas hasta la
constatacion del fallecimiento.

Variables analizadas

En las ratas gestantes se compararon el peso durante la
gestacion (dfas 0 y 21 de gestacion), la ganancia de peso, el
numero de fetos en cada camada y la relacion entre las medi-
das anteriores. También se analizaron los tiempos quirdrgicos
de las distintas intervenciones.

En los distintos grupos de fetos se compararon la tasa de
abortos en cada grupo, el peso tras la extraccidn, la tasa de
amputaciones de la extremidad intervenida y las caracteristicas
morfoldgicas de las patas traseras y la longitud distal de las
mismas (desde la rodilla hasta la parte distal del pie), utili-
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Figura 1. Exteriorizacion de pata trase-
ra (a) y ligadura de la misma (b).

zando para la medicién la documentacién fotogréfica junto
con una regla.

Las comparaciones entre los distintos grupos se realizaron
mediante test estadisticos paramétricos (ANOVA y proce-
dimiento de Bonferroni para comparaciones miltiples). Se
consideraron estadisticamente significativos los valores de
p<0,05.

RESULTADOS

La ganancia de peso de las ratas gestantes entre los dias
0y 21 de gestacidn fue significativamente menor en el grupo
2 (ratas a las que se intervino en 2 ocasiones durante la ges-
tacion, los dias 17 y 19) que en el grupo control (p=0,047),
no asi en el grupo 1 (intervenidas sélo el dia 17), aunque tras
ponderar esta ganancia entre el nimero de fetos de cada ca-
mada y comparar los 3 grupos las diferencias no se mostraron
estadisticamente significativas (Tabla I).

La mediana de tiempo empleado en la creacion de la brida
en las ratas gestantes fue de 52,5 minutos (40-70), mientras
que en la retirada de las bridas se emple6 una mediana de 35
minutos (30-40) por cada rata gestante intervenida.

El porcentaje de abortos en los fetos intervenidos fue del
11,7% en el grupo 1 (incluyendo el grupo de apertura y cierre
uterino) y del 28,5% en el grupo 2, resultando un porcentaje
total de abortos del 16,6% de los fetos sometidos a manipu-
lacién quirtdrgica (Tabla IT). El porcentaje de amputaciones
de las extremidades intervenidas fue del 8,3%.

El peso tras la extraccion de los fetos, excluyendo los
abortos fue, significativamente, menor (p<0,05) en el grupo
de creacion de brida (4,56 £ 0,43 g) y en el de creacién y
retirada de brida (4,4 + 0,7 g) que el peso de los fetos del
resto de grupos (control, apertura y cierre uterino y controles
de las ratas gestantes 1 y 2). Del mismo modo la longitud
de las patas traseras, excluyendo las amputaciones, fue sig-
nificativamente menor (p<0,05) en el grupo de creacioén de
brida (3,97 + 1,44 mm) y en el de creacidn y retirada de brida
(5,34 + 1,15 mm) que la longitud de las patas traseras de los
fetos del resto de grupos. Los resultados se muestran en las
tablas Il y IV.
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Tablal.  Analisis de peso de ratas gestantes. TablaIl.  Andlisis de abortos.
Grupo Media peso Media peso  Ganancia G/N° Fetos
dia0(g)  dia2l(g) depeso(g) N°fetos (g) N° fetos intervenidos ~ N°abortos % abortos
C 250 395 145 14 10,3 Control 28 0 0 0%
1 263 396 132 152 838 Grupo 1 76 34 4 11,7%
2 256 367 1 12 9.4 Grupo 2 36 14 4 28,5%
Total 140 48 8 16,6%

C: grupo control; 1: grupo 1; 2: grupo 2; ganancia de peso: incremento
medio de peso durante la gestacion (gramos); N° fetos: niimero medio de
fetos por camada; G/N°: ganancia media de peso entre el niimero medio de
fetos por camada.

Tabla III.  Analisis de peso de fetos (excluyendo abortos).
Grupo N°fetos  Media de pesos (g)
Control 28 5,07
Ligadura 23 4,56*
Apertura y cierre uterino 7 492
Control grupo ligadura 19 S
Ligadura + retirada 10 4,4%
Control grupo ligadura + retirada 17 4,76

N° fetos: niimero total de fetos de cada grupo; media de pesos: media de
los pesos de los fetos de cada grupo.

Comparando aisladamente los grupos de los fetos inter-
venidos entre si, los fetos en los que se cred la brida el dia
17 y se retird el dia 19 de gestacién mostraron una mayor
longitud de la pata trasera intervenida que los fetos en los que
se cred la brida el dia 17 y no se retir6 (5,34 + 1,15 mm frente
a 3,97 + 1,44 mm), siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0,001). La diferencia de peso entre ambos
grupos no mostrd diferencias estadisticamente significativas.

En lo referente al andlisis morfoldgico de las patas traseras
de los fetos en los que se cred la brida, excluyendo los casos
de abortos (Fig. 3a) y amputaciones (Fig. 3b), encontramos
2 patrones diferenciados en lo referente al desarrollo de la
extremidad: en unos casos, la parte distal a la brida tiende a
la atrofia, mostrando menor longitud y anchura que la pata
contralateral no intervenida (Fig. 4a) mientras que, en otros
casos, aun permaneciendo con menor longitud que la contra-
lateral, la extremidad se muestra aumentada de grosor y de
aspecto edematoso (Fig. 4b). En los fetos en los que se retir6
la brida, el aspecto macroscdpico muestra también ambos pa-
trones morfoldgicos, si bien las diferencias son mas atenuadas.

DISCUSION

Se describe un nuevo modelo experimental de brida am-
nidtica en ratas que reproduce la patologia mediante la provo-
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N? fetos: niimero total de fetos analizados en cada grupo; fetos interveni-
dos: niimero total de fetos intervenidos en cada grupo; N° abortos: niimero
total de abortos en cada grupo; % abortos: porcentaje de abortos respecto
al niimero de fetos intervenidos.

TablaIV. Analisis de longitud de patas traseras de fetos
(excluyendo amputaciones).

Grupo N° fetos  Media de longitud (m)
Control 28 7,22
Ligadura 20 3,97*
Apertura y cierre uterino 7 7,04
Control grupo ligadura 19 6,88
Ligadura + retirada 9 5,34*
Control grupo ligadura + retirada 17 6,95

N fetos: niimero total de fetos de cada grupo ; media de longitud: media de
la longitud de la pata trasera de los fetos de cada grupo

cacion extrinseca de compresion progresiva de la extremidad
durante el desarrollo fetal.

Con el reciente desarrollo de la cirugia fetal minimamen-
te invasiva, el nimero de intervenciones prenatales ha au-
mentado#17, pero atin no existe un consenso claro sobre la
indicacion ni sobre el momento idéneo de actuacién prenatal
sobre los fetos con bridas amnidticas®-1819, o cual hace de la
investigacion, y dentro ella el desarrollo de modelos experi-
mentales, una parte fundamental en el estudio de esta patologia.

En el presente estudio se describe la reproduccién de alte-
raciones morfoldgicas provocadas por bridas amnidticas en un
niimero relativamente elevado de animales. La tasa de abortos
obtenida en los fetos intervenidos (16,6%) es justificable, tanto
por la propia agresién quirdrgica, como por las dificultades
técnicas al inicio del desarrollo del modelo, y la tasa de am-
putaciones (8,3%) puede estar en relacidn, tanto al efecto
de la brida creada como a una incorrecta técnica quirtrgica
inicial hasta el dominio de los distintos pasos de la inter-
vencion, siendo el momento de mayor riesgo de amputacion
iatrogénica la reintroduccion de la extremidad exteriorizada
a la cavidad amnidtica, por lo tanto es esperable que, tanto
la tasa de abortos como la de amputaciones, se vea reducida
en el futuro en base a una mayor experiencia en la técnica
quirdrgica. Las diferencias observadas en cuanto a los pesos de
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Figura 3. Aborto (A) y amputacién de pata trasera (B).

Figura 4. Pata atrofica (A) y pata edematosa (B).

los fetos llevan a concluir que la agresion quirtrgica sobre los
mismos interfiere con su ganancia ponderal, si bien la agresion
sobre la pared uterina y la membrana amniética “per se” no
produce el mismo efecto, ya que el peso se vio reducido sélo
en los grupos en los que se manipuld el feto (creacion de brida
y creacion y retirada); por otra parte, tanto la menor longitud
de las patas intervenidas, como el incremento del desarrollo
de las mismas tras la liberacion de la brida respecto al grupo
en que no se liberd eran efectos esperables y, en cierto modo,
indispensables para la validacién del modelo, ya que son he-
chos comprobados en la historia de la enfermedad.
Distintos modelos experimentales han sido descritos
previamente en el estudio de esta patologia. Dentro de las
técnicas descritas para la reproduccién de la patologia, cabe
destacar el modelo en conejos descrito por Galvan y cols.(1?
en el que se provocan distintas alteraciones morfoldgicas
(incluyendo bridas amnidticas) mediante puncidn uterina al
provocar disrupciones de la membrana amnidtica, aunque con
escasa rentabilidad, ya que la proporcién de fetos afectados
es limitada. Otro modelo es el descrito por Crombleholme y
cols. en ovejas!?, posteriormente desarrollado por Soldado y
cols.10.10 en el que se describe un modelo de brida amnidtica
mediante un procedimiento similar al descrito en el presente
articulo, pero conlleva una gestacion més prolongada, un ni-
mero limitado de fetos por cada animal gestante, necesidad
de instalaciones especificas, tanto para la cirugfa como para la
estabulacion y, consecuentemente, una mayor inversion eco-
noémica para la obtencién de un determinado tamafio muestral.
Nuestro modelo es facilmente reproducible, econémico, hace
uso de animales de trato cotidiano en la experimentacion, em-
plea una técnica microquirdrgica sencilla, el nimero de fetos
en los que se produce la enfermedad es controlable por el
experimentador en cada camada, la localizacion de la brida es
electiva y el porcentaje de abortos descrito es aceptable, por lo
tanto, se muestra a priori como un modelo adecuado, tanto para
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el estudio de la enfermedad en si como para la investigacion
del papel que desempeiia la cirugia fetal sobre la misma. Los
principales inconvenientes del modelo descrito son la creacion
de la brida de forma extrinseca, no pudiendo reproducir el
modelo etiopatogénico intrinseco de formacién de bridas®0-23)
y la necesidad de una mejor caracterizacion de las muestras
obtenidas, principalmente en base al estudio anatomopatold-
gico de las mismas, por lo que futuras investigaciones sobre
el modelo son necesarias para un mejor desarrollo del mismo.
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