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Resumen: Las disrafias espinales comportan paraplejia, incontinen-
ciafecal, vejiga neurogénica, disfuncion sexual, hidrocefaliay mal-
formaciones esquel éticas en | os recién nacidos. Su etiologiay pato-
génesis todavia son desconocidas y probablemente multifactoriales.
Objetivo. Determinar si la exposicion de lamédulaal espacio amnié-
tico produce unalesion funciona e histoldgicamente similar a mie-
lomeningocele del adulto.

Material y métodos. Se han utilizado 48 fetos de conejo, alos que se
les harealizado una espina bifida quirirgicaen el dia 23 de gestacion
(normal: 31 dias) mediante reseccion de un fragmento de piel delare-
gién lumbosacray laminectomia posterior. El feto con dichalesion
esreintroducido en el (tero, dejandose continuar lagestacion. En el dia
30 se extraen los fetos operados y un grupo de fetos no operados como
controles. Seles realizaunavaloracion clinico-neurol gica, estudio de
potenciales evocados somato-sensorial es de extremidades superiores
einferioresy estudio histol6gico del segmento vertebral y medular
afectado.

Resultados. Ha habido 26 supervivientes, todos ellos con deformidad
y falta de movilidad en las extremidades inferiores. Los potenciales
evocados han mostrado que no hay respuestaal estimulo recibido des-
de las extremidades inferiores en |os animal es afectos de espina bifida
y sif en las extremidades superiores y en los controles. El andlisis ana
tomopatol dgico objetiva una médula espinal aplanaday descubierta.
Conclusion. Este modelo de mielomeningocele en feto de conejo re-
produce varias caracteristicas de las disrafias espina es humanas, por lo
que puede utilizarse para estudiar la fisiopatologia de la espina bifida.
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CREATION OF A MODEL FOR M YELOMENINGOCELE
IN FETAL RABBITS

ABsTRACT: Spinal dysraphism causes paraplegia, fecal incontinence,
neurogenic bladder, sexual dysfunction, hydrocephalus and skeletal ab-
normalities in newborns. Its aethiology and pathogenesis are till not
known, and probably multifactoria.

Aim. To determine whether spinal cord exposition to the amniotic spa-
ce causes afunctional (impairment) and anatomic lesion similar to that
of human myelomeningocele.

Material and methods. Forty-eight fetal rabbits underwent to create
spina bifida on the 23rd gestationa day (term is 31 days). The proce-
dure consisted of lumbosacral skin excision and posterior laminectomy.
The fetuses are allowed to continue their gestation. On the 30th gesta-
tional by the operated fetuses were harvested, together with a group of
nonoperated littermates for control. A clinical and neurologic evalua
tion was done, aswell astudy of somato-sensorial evoked potentialsin
the upper and lower limb and histologic study of the affected vertebral
and cordal segment.

Results. The 26 surviving animals had deformity and lack of movement
of the lower limbs. Evoked potentials showed absent response to sti-
muli in the lower limbs of animals with spina bifida, whereas upper
limbs and control animals did respond. Histologically the spinal cord
of the operated rabbits was uncovered and flattened.

Conclusion. This model of myelomeningocele in fetal rabbit repro-
duces avariety of features similar to human spinal dysraphism, and hen-
ce can be used to study the pathophysiology of spinabifida.

Key Worbs: Fetal surgery; Myelomeningocele; Experimental surgery.

INTRODUCCION

La espina bifida es el defecto nervioso central més fre-
cuente de la neurocirugia pediétrica, con una prevalenciade
8 por 10.000 en Espafia. Las anomalias asociadas, paraple-
jia, incontinenciafecal, vejiga neurogénica, disfuncion se-
xual, hidrocefalia, malformaciones esquel éticas, hacen de és-
tael defecto de desarrollo més complejo compatible con una
supervivencialarga. Laetiologiay la patogénesis es toda-
via desconociday probablemente multifactorial.
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Hasta el momento se han creado model os experimen-
tales de espina bifida en monos, ratas, cerdosy corde-
ros, demostrando que la lesion creada experimental men-
te es muy similar ala que presentan |os fetos humanos
afectos.

El objetivo del trabajo esla creacion de un modelo de
mielomeningocel e en feto de congjo, parala posterior apli-
cacion en €l estudio de la espina bifida.

MATERIAL Y METODOS

Material. Para este trabajo se han utilizado fetos de co-
nejo de 23 dias de gestacion de raza blanca de Nueva Zelanda,
recogidos 7 dias después de laintervencion (gestacion com-
pleta, 31 dias).

Grupos de estudio. Se comparan dos grupos de fetos hu-
manos.

a) Grupo de fetos con mielomeningocele: 48.
b) Grupo defetos controles. 20.

Método. Latécnica anestésicay quirlrgica parainter-
venciones en €l feto de conejo ha sido publicada con deta-
lle anteriormente®2. La congja de 23 dias de gestacion se
premedica por viaintramuscular con 10 mg/kg de ketami-
nay 2,5 mg/kg de clorpromacina. Unavez relgjada, sera-
sura el abdomen, se administra una profilaxis antibiGtica de
100 mg/kg de cefazolina en dosis Unica por viaintramus-
cular y 0,1 mg/kg de medroxiprogevera para disminuir la
contraccion uterinadurante laintervencion. Laanestesiaes
inhalatoriacon halatone entre 2,5y 4% en 1,5 litros de oxi-
geno.

Laintervencion quirdrgica se inicia practicando una la-
paroctomia media, exteriorizandose Unicamente el segmento
uterino que vaa ser intervenido.

Técnica de mielomeningocele. Se realizamediante ma-
terial de microcirugiay lupas. A través de una pequefia his-
terotomia se exterioriza el extremo caudal del feto. Se prac-
ticaunaincision cutanea, circular, de 0,5 cm de diametro so-
brelacolumnalumbar del feto, anivel delacadera. Unavez
resecada la piel, introducimos la punta de unatijera de mi-
crocirugia dentro del canal medular y seccionamos la parte
posterior de la columna, consiguiendo asi |alaminectomia
posterior. Con unaligeraflexion del feto se compruebala her-
niacion delamédulaatravés del defecto. Unavez redizada
laintervencion, € feto sereintroduce en lacavidad uterinay
se deja continuar la gestacion.

Recogida de muestras. A los 7 dias de laintervencion
serecogen losfetos por cesarea. Sereduce la premedicacion
delamadre a5 mg/kg de ketaminay 2,5 mg/kg de clorpro-
macinay |aanestesiaesigual mente inhal atoria con halotane
entre 2,5y 4% en 1,5 litros de oxigeno. Los neonatos se man-
tienen caientes bajo unaldmparay se vigilaminuciosamen-
te sus movimientos respiratorios, reanimando aquellos que
lo precisen. Se pesan e identifican.
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Exploracion neuroldgica. El protocolo de exploracion
esd siguiente:

1. Vdoracion del estado general alos 0y alos 10 minutos
en funcion de los movimientos respiratorios, coloracion
y actividad esponténea. Se han clasificado en tres grupos:
mal estado general, regular estado general y buen esta-
do generdl.

2. Determinacion del grado de atrofiay deformidad de las
extremidades inferiores (EEII) en tres grados: grado 3:
EEIl muy atréficas, con flexion severay deformidades
asociadas como pie equino-cavo-varo; grado 2: EEII con
menos grado de atrofia, flexion acentuaday sin deformi-
dades asociadas; grado 1: EEII discretamente flexiona-
das; grado 0: normdl.

3. Clasificacion del grado de pardlisis de las extremidades
inferiores en severa: précticamente no mueve las extre-
midades, solo hace una discreta extension en respuestaal
dolor; moderada: inicia espontdneamente una discreta ex-
tension; ligera: realiza la extension de las extremidades
pero de maneraincompletay, por Ultimo, normal.

Presencia o ausencia de sensibilidad dolorosa superficial.

Movilidad esponténea o no.

Su reaccion ante un plano inclinado de 45°; capacidad o

no de trepar por él.

M edida de potenciales evocados somatosensoriales. Una

vez realizada la exploracion neurol 6gica |0s neonatos se so-

meten a sedacién pentotal sodico intraperitoneal adosisde 25

mg/kg. Se redliza una craneotomialateral, tomando como re-

ferenciala orhita, para dejar expuesto €l cortex parietal. Los
potenciales han sido medidos con un aparato Medelec Saphire

Ile.

Los electrodos utilizados son:

» Electrodos de estimulacidn: electrodos metélicos de ani-
Ilas, colocados en la extremidad a medir.

» Electrodos detierra: electrodos de agujatipo anzuelo, co-
locados proximalmente al electrodo de estimulacion y
caudalmente al electrodo receptor.

+ Electrodos de registro: €lectrodos nasofaringeos en for-
ma de bola de oro de 1 mm, colocados directamente so-
bre el cdrtex en un punto situado entre la6rbitay el seno
longitudinal.

Se recoge lalatencia de aparicion del estimulo en mseg,
y laamplitud del estimulo en pV.

Andlisis histolégico. Unavez realizados los potencia-
les evocados |os animales son sacrificados mediante una
sobredosis de pentotal sddico intracardiaco. Son fijados en
formol al 10% y embebidos en parafina. Se realizan sec-
ciones transversales completas mediante cortesde 3 U y se
tifien con hematoxilina/eosina. Las muestras se han estu-
diado mediante microscopio ptico Olympus BH2, con soft-
ware Olympus Microimage®, Berlin, GMBH. Se escoge un
campo representativo de médulay se captaa 2x y 1x. Se
ha analizado el grado de afectacion delamédulay el gra-
do de gliosis.
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Figura 1. Estado general de los fetos con mielomeningocele alos 0y alos 10 minutos.
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Figura 2. Grado de atrofia de las extremidades inferiores.

Figura 3. Grado de pardlisis de las extremidades inferiores.

RESULTADOS

La supervivencia ha sido del 54,1% (26 de los 48 fetos
operados). Lamediadel peso a nacer hasido de 31,73 g (18-
40 g) en los operados y de 35,35 g (16-50 g) en los contro-
les. Todos los controles han presentado buen estado generd
tanto alos 0 como alos 10 minutos, y €l resto de exploracion
neurol 6gica ha sido normal.

En cuanto alos animales operados, laexploracion del es-
tado alos Oy los 10 minutos se resume en la Figura 1.

En todos los animales intervenidos existe atrofiade las
EEII, & grado quedareflegjado enlaFigura 2. El grado de pa-
rdisisdelas extremidadesinferiores seresumeenlaFigura3.

Todos los animales excepto dos han presentado alguna
respuesta al estimulo doloroso, y solamente uno ha conse-
guido trepar por € plano inclinado.
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En los controles se han conseguido realizar potencia-
les evocados tanto de las extremidades superiores como
delasinferioresen 12 delos 20, en 7enlasEElIl yen1en
las EESS (Fig. 4). En cuanto alas EESS lamedia del peri-
odo de latencia ha sido de 16,35 mseg (10,9-22,4 mseg) y
lamedia de amplitud hasido de 1,22 pV (0,45-3,19 uV).
EnlasEEIIl lamediade periodo delatencia hasido de 35,42
mseg (21,4-45,8 mseg) y de laamplitud 1,56 pV (0,27-5,23
uv) (Fig. 5).

En 9 de los animal es operados se han podido realizar po-
tenciales evocados tanto de las EEIl como delasEESSy en
5s6loenlasEEII. Los resultados de las EESS han sido: me-
diaperiodo latencia: 17,4 mseg (11,6-30,8 mseg) y mediade
amplitud 1 pV (0,38-3,21 uV) (Fig. 5). Delos 14 registros
conseguidos en EEII cabe destacar que 13 han sido planos
(Fig. 6).
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Figura 4. Potenciales evocados en un feto control.
40 — 16 — 1,56
35,42
1,22
30 — 1,2 | ’
1
20 __| 08 __|
1635 _ 174
10 __| 04 |
1,15
0 0 0,043
Controles Operados  Controles Operados Controles Operados Controles Operados
Periodo de latencia (mseg) Amplitud (uV)
[ EESS I EEN [JEESS CIEEN

Figura 5. Media de periodo de latenciay amplitud.

Histol dgicamente en todos los animales con mielome-
ningocele se ha demostrado lalesion. En cuanto a grado de
afectacion medular |os hallazgos se han clasificado de lasi-
guiente manera: grado 0: normal; grado 1: vacuolizaciony
edema perivascular, con pérdida neuronal; grado 2: hemo-
rragiaintraparenquimatosa; grado 3: epéndimo abierto, con
pérdida de alas posteriores medulares, que daunaimagen de
médula aplanada (Fig. 7).

Los grados de gliosis han sido: grado 0: normal, distri-
bucién delas células gliales por laperiferiadelamédula, sin
formar nodulos; grado 1 aumento de células gliales de for-
madiscretay formando nddulos, sobre todo en las aas pos-
teriores; 12 han presentado grado 1y 10 grado O, coincidiendo
éstos con € grado de afectacion medular 3, en los que sehan
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perdido astas posteriores, que es donde se forman los nédu-
losdegliosis.

DISCUSION

Existen numerosos trabajos que investigan el mielome-
ningocel €37 pero su patogénesis estodavia poco conocida. La
teoria clésica cree que esta malformacion es debidaa un de-
sorden primario de la neurorregulacion en las primeras fases
del desarrollo embrionario del sistemanervioso central®. Una
teoriaactua defiende que & desorden primario no esneurd si-
no de las estructuras del mesodermo: espina posterior, menin-
gesy tgidos blandos que no se cierran dorsamentey dejan ex-

CIRUGIA PEDIATRICA



12 Lewer SEF 1IBBCET  2.STrew 30 B SHEw
{ : .0y 30.0ew
o« - g
- -
: rh_.ﬂﬁw s AEdn
| e
i ks i & EEInl
2 ]
I 1
mf | PRl dpe s Tl

———— i

Hl'l:llll.rlll::l'fB:F i-ll:-hI.rI' E CEBED HM—IJH i
Furdmclh FAmn 11

AN H -] 40 H
. b
W
P i
o il P
i
£ e ™
i
L
i,

Py e
m‘{gh_ﬂ;u\_n.%wﬁ_"

(1 I._ et e il
o :

i i it

HIﬂFllll'.l'.':L-" Sapphire £ COBY 090 0E=1 L b—d-1
Fanducid An i1~b=d=1

Figura 6. Potenciales evocados en un feto con mielomeningocele.
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Figura 7. Grado de afectacion de lamédula

puestala médula espinal. El tejido neura desprotegido pero
primariamente normal se lesiona progresivamente por facto-
res mecanicosy posiblemente quimicos durante € embarazo®.

Hasta el momento se han creado model os experimentales
de espina bifida en monos®, ratas®, cerdos?” y corderos®.
Se ha demostrado que la lesion creada experimentalmente es
muy similar ala que presentan los fetos humanos afectos de
espinabifida. Un estudio reciente hecho en fetos de cordero
muestra.que las|esiones neurales son més gravess € feto na
ceatérmino ques seextrae precozmente en e dia 100 de ges-
tacion, que en € humano corresponde al sexto mes de emba-
razo®. También se han iniciado estudos experimentales para
corregir el defecto intraltero. Meuli cubre el mielomeningo-
cele en feto de cordero en el dia 100 de gestacion (atérmino,
145), con un colgajo de musculo latiss mus dorsi. Comprueba
gued nacer losfetos presentan una detencion de lalesion neu-
ra y unarecuperacion delafuncion neurolégica, respecto alos
fetos afectos de mielomeningocel e no tratado©19),
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Por tanto, €l tercer trimestre de gestacion tiene un papel
muy importante en €l progresivo deterioro de la médula es-
pinal, tanto por factores quimicos, como mecanicos.

En nuestro modelo en feto de congjo, los animales mues-
tran al nacer unaafectacion de las extremidades inferiores con
atrofia, deformidad y pardlisis. Los potenciales evocados so-
matosensoriaes han mostrado la falta de potencial en las ex-
tremidades inferiores, estando conservadas las superiores, 10
que confirma que lamédulaestaintacta hastael nivel delale-
si6n. Esta técnica, descritaya en conejos de a partir de 10 di-
as), eslaprimeravez que se efectliaen feto de congo y pue-
de tener un interés extraordinario para evaluar diferentestra-
tamientos intralitero del mielomeningocele. Histol6gicamente
se comprueba la afectacion medular en grado variable.

Nuestros resultados muestran que la exposicion de lamé-
dulaespinal a espacio amniético, en el ltimo tercio de ges-
tacion, provoca unalesion clinica, funciona e histolégica-
mente similar al mielomeningocele del humano.

Laconeja de raza blanca (Nueva Zelanda) es animal ba-
rato, docil, de gestacion multipley facil de conseguir todo €l
afo, con un indice de fertilidad ato. La posibilidad de estu-
diar el mielomeningocele en este modelo animal facilitala
comparacion de grupos amplios. Como la gestacion es cor-
ta se abreviatambién el tiempo de espera hasta obtener los
resultados, y € precio es asequible.

En este trabajo comprobamos que en el modelo se re-
producen varias de las caracteristicas del mielomeningocele
humano, por lo que se puede utilizar ventajosamente para es-
tudios de fisiopatologiay evaluacion delos efectos de los po-
sibles tratamientos prenatal es.
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