Articulo cientifico |

Rev Esp Cirug Oral y Maxilofac
2003;25:288-293

Estudio morfométrico de las malformaciones
craneofaciales experimentales inducidas
por acido retinoico*

T. Gonzalez?, L. Lassaletta?, L. Martinez3, J.A. Tovar4, V. Martorell®

Resumen: Objetivo: El &cido retinoico es un metabolito activo de la vitamina A que administrado en grandes cantidades
tiene efecto teratdgeno sobre la embriogénesis de los mamiferos. Hemos investigado los efectos de la exposicién temprana
de embriones de rata sobre las estructuras craneofaciales.

Disefio: Cuarenta y cinco ratas Sprague-Dawley gestantes fueron tratadas con 125 mg/kg de acido all-trans-retinoico el
dia 10 de gestacion. Las 20 ratas controles fueron tratadas con aceite. Los fetos de ambos grupos se extrajeron el dia antes
de llegar a término y fueron sometidos a un estudio morfoldgico y otro estudio morfométrico, analizando las malformaciones
craneofaciales.

Resultados: Ninguno de los fetos controles presentd malformaciones. EI 100% de los embriones tratados con retinoico
presentaron defectos craneofaciales, incluyendo fisuras faciales, exoftalmos, malformaciones e insercion baja de los pabellones
auriculares, apéndices faciales y anomalias nasales. El analisis morfométrico revelé un incremento de la distancia entre los
poros nasales (p<0,01) y los globos oculares (p<0,05) en los fetos tratados con retinoico. También se encontr6é una reduccion
de la distancia lateral del maxilar (p<0,01) y la mandibula (p<0,01).

Conclusiones: Tanto el estudio morfolégico como el estudio morfométrico confirman la hipotesis segun la cual el &cido
retinoico altera el desarrollo craneofacial cuando se administra durante un momento critico del desarrollo embrionario. Una
alteracion en la migracion de las células de la cresta neural craneal podria ser la razén que explicaria estas anomalias.

Palabras clave: Acido retinoico; Ratas Sprague-Dawley; Embriopatia; Cresta neural; Malformaciones craneofaciales.

Abstract: Objective: Retinoic acid is an active metabolite of Vitamin A that is teratogenic when present in excess during
mammalian embriogenesis. We have investigated the effects of early exposure of rat embryos to retinoic acid on craniofacial
structures.

Design: Treatment of 45 pregnant Sprague-Dawley rats with 125mg./Kg all-trans-retinoic acid on pregnancy day 10 was
performed. Twenty controls were treated only with oil. The fetuses were recovered the day before term, and both morphologic
and morphometric analyses of the craniofacial structures were performed.

Results: None of the control fetuses had malformations. Craniofacial defects were observed in 100% of the retinoic embryos
including facial clefts, proptosis, abnormalities and inferior placement of the pinnae, skin tags, and nasal anomalies.
Morphometric analyses revealed an increased distance between nasal pores (p<0,01) and between both eyes (p<0,05) in
retinoic embryos. A reduced distance of the maxilla (p<0,01) and the mandible (p<0,01) were also noted.

Conclusions: Morphologic and morphometric studies confirm the hypothesis that retinoic acid disturbs normal craniofacial
development when administered during a critical period. Hindrance of migration of the cranial neural crest cells may be a
main reason to explain these events.

Key words: Retinoic acid; Sprague-Dawley rats; Embriopathy; Neural crest; Craniofacial malformations; Morphometric
analysis.
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Los retinoides estan involucrados en la formacion
de multiples 6rganos durante la embriogénesis. Sin
embargo, la exposicién del embrion a dosis elevadas
de retinoides durante las primeras semanas del desa-
rrollo embrionario puede ocasionar un aborto espon-
tdneo o graves defectos congénitos.t2 Las malforma-
ciones que se producen en la embriopatia por vita-
mina A y sus derivados (acido retinoico) son bien
conocidas en humanos. Estas malformaciones se pro-
ducen en estructuras derivadas de la cresta neural
como el esqueleto craneofacial, el timo y el corazon.
A raiz de estos hallazgos, se empezaron a usar los reti-
noides en modelos de experimentacion animal, sien-
do actualmente los agentes teratdgenos méas amplia-
mente estudiados como inductores de malformacio-
nes craneofaciales en animales de laboratorio. Se ha
propuesto que las malformaciones craneofaciales se
producen por una alteraciéon en la migracion y distri-
bucidn de las células de la cresta neural craneal en los
primordios craneofaciales, causada por el &cido reti-
noico.? Sin embargo, aln no existen estudios morfo-
meétricos que analicen con detalle las alteraciones cra-
neofaciales de los embriones expuestos a acido reti-
noico.

El objetivo de este trabajo es demostrar que la expo-
sicion de ratas gestantes al acido retinoico induce mal-
formaciones craneofaciales a sus embriones, y reali-
zar un estudio morfométrico, con el objeto de demos-
trar que las medidas craneofaciales de los embriones
expuestos a &cido retinoico se encuentran alteradas
con relacion a las medidas craneofaciales de embrio-
nes de rata controles.

Material y método

Se emplearon ratas Sprague-Dawley hembras vir-
genes de 220-250 gramos de peso y machos de ferti-
lidad probada. Los animales fueron alojados en las ins-
talaciones del laboratorio experimental del Hospital
La Paz de Madrid, Espafia y fueron alimentados con
el granulado especial para rata, y agua de bebida «ad
libitum». Su manejo se ajustd a las exigencias de la
Union Europea vigentes (E.C. 86/L609) y a las recogi-
das en el R.D. 223/1988. En el grupo del &cido reti-
noico las hembras recibieron una sola dosis de
125mg/Kg de acido all-trans-retinoico diluido en acei-
te de oliva a una diluciéon de 40 mg/ml, administra-
do mediante una sonda nasogastrica el dia 10 de ges-
tacion. Los animales del grupo control recibieron una
dosis de 125 mg/Kg de aceite de oliva por sonda naso-
gastrica en el dia 9,5 de gestacion. El dia cero de la
gestacion fue contado a partir del momento en que se
demostro la presencia de espermatozoides en el fro-
tis vaginal. La obtencion de los embriones se realizo
mediante cesarea el dia 21 bajo anestesia general (el
embrion es a término con 22 dias). Para la seleccion
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de los animales del grupo control se eligieron alea-
toriamente 4 animales por camada, mientras que para
la seleccion de los embriones del grupo retinoico se
eligieron aleatoriamente 5 animales por camada. Los
animales seleccionados de los dos grupos fueron fija-
dos en formol al 10% durante 48-72 horas. A conti-
nuacion se realizo el estudio macroscopico de las
estructuras craneofaciales.

Las variables analizadas fueron las siguientes: exis-
tencia y tipo de fisuras faciales (maxilares, mandibu-
lares 0 ambas), presencia de exoftalmos en cada lado,
ausencia de bigotes en cada lado, implantacién nor-
mal o baja de ambos pabellones auriculares, malfor-
maciones de pabelldn auricular (anotia, microtia o dis-
morfia), presencia y posicion de apéndices faciales y
deformidades nasales (puente nasal deprimido, giba
aumentada o narinas antevertidas).

El estudio morfométrico de las cabezas de los fetos
se realiz6 con el programa Adobe Photoshop 6.0 para
Windows, empleando la herramienta <medicion» que
permite calcular en pixeles la distancia entre 2 puntos
cualesquiera de una imagen. Las figuras 1 y 2 mues-
tran las variables cuantitativas consideradas en las visio-
nes frontal y lateral, que fueron: la longitud del pro-
ceso maxilar, la distancia entre los poros nasales, la
distancia entre los globos oculares, la longitud ante-
ro-posterior del proceso maxilar, la longitud antero-
posterior de la mandibula, la distancia entre el poro
nasal y el pabellon y la distancia entre el punto cefa-
lico mas alto y el pabellon.

Para evitar el posible sesgo que pudieran ocasionar
las diferencias entre las medidas faciales de los 2 gru-
pos sobre cada medida en particular, la longitud de
cada variable cuantitativa se dividio entre la longitud
media paralela de su grupo correspondiente. Por ejem-
plo, la medida de los maxilares en la vision frontal
podria estar sesgada por la medida méaxima derecha
—izquierda o medida transversal de la cara. Dicho de
otro modo, es posible que el maxilar del feto malfor-
mado fuera més corto que el del feto del grupo con-
trol porque la longitud transversal de la cara del feto
malformado fuera mas estrecha que la del feto control
y no porque realmente el maxilar fuera mas corto. Para
evitar este posible sesgo, dividimos la distancia del
maxilar entre la distancia transversal de la cara tanto
en el feto malformado como en el feto control.

De este modo, para el posterior analisis estadistico,
en lugar de comparar las longitudes crudas de cada
variable cuantitativa hemos comparado la longitud
corregida, calculada dividiendo la longitud cruda entre
el diametro medio correspondiente en funcién de la
medida (longitud transversal, longitud antero-poste-
rior o longitud craneo-caudal), seguin cada caso.

Asi, la longitud de los procesos maxilares derecho
e izquierdo, la distancia entre los poros nasales y la
distancia entre los globos oculares se expresé en %
con relacion a la longitud transversal de la cara (Fig.
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Figura 1. Visién frontal de un feto control. Las variables cuanti-
tativas representadas son LMI: Longitud del maxilar izquierdo, DPN:
Distancia entre los poros nasales y DGO: Distancia entre los glo-
bos oculares. Itc representa la longitud transversal de la cara, mien-
tras que Icc es la longitud craneo-caudal.

1); la distancia antero-posterior del maxilar, la dis-
tancia antero-posterior de la mandibula y la distancia
poro nasal-pabellén auricular se expresaron en % con
relacion a la longitud antero-posterior de la cara; y la
distancia punto cefélico superior-pabellén auricular se
expreso en % con relacion a la longitud craneo-cau-
dal de la cara (Fig. 2). La comparacion de las medias
corregidas entre los grupos se realizé6 empleando el
test no paramétrico de U Mann-Whitney. Se conside-
ré un nivel de significacion p<0,05.

Resultados

Ninguno de los fetos controles presento alteracio-
nes de las variables estudiadas. Los fetos tratados con
retinoico presentaron numerosas malformaciones cra-
neofaciales. El 57,8% de los fetos tratados con retinoico
presentaron fisuras faciales y el 78% presentaron exof-
talmos. Al 20% de los fetos tratados con retinoico les
faltaban los bigotes en el lado derecho de la cara 'y
al 13% en el lado izquierdo. ElI 90% de los fetos tra-
tados con retinoico tuvieron pabellones auriculares de
implantacion baja en el lado derecho y el 86% en el
izquierdo. De los fetos expuestos al retinoico, el 64,4%
presentaban malformaciones del pabellén auricular
derecho y el 64% del pabelldn izquierdo. El 60% de
los fetos tratados con retinoico tuvieron apéndices
faciales en el lado derecho y el 64,4% en el lado
izquierdo. El 55% de los fetos tratados con retinoico
presentaron algun tipo de deformidad nasal.

La tabla 1 muestra un resumen del andlisis morfo-
métrico de las variables cuantitativas. Al realizar el estu-
dio morfométrico, observamos que la longitud del pro-
ceso maxilar derecho de los fetos tratados con reti-
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Figura 2. Vision lateral derecha de un feto control. Las variables
cuantitativas representadas son DPCP: distancia entre el punto cefa-
lico superior y el pabellon auricular, DPP: distancia poro nasal —
pabellon auricular, LAP max: longitud antero-posterior del maxilar,
LAP man: longitud antero-posterior de la mandibula. long A-P corres-
ponde a la longitud antero-posterior de la cara.

noico fue menor que la de los fetos controles, si bien
la diferencia no fue estadisticamente significativa, y lo
mismo ocurrié con la longitud del proceso maxilar
izquierdo. Por otra parte, en el plano frontal, tanto la
distancia entre los poros nasales como la distancia
entre los globos oculares de los fetos tratados con reti-
noico fue mayor que la de los fetos controles, sien-
do la diferencia estadisticamente significativa (Fig. 3).

En el plano lateral, la distancia anteroposterior del
maxilar y la distancia anteroposterior de la mandibu-
la de los fetos tratados con retinoico fue menor que
la de los fetos controles, siendo la diferencia estadis-
ticamente significativa. Al evaluar las distancias que
valoran la posicion del pabelldn auricular observamos
que la distancia entre el poro nasal derecho y el pabe-
I16n auricular derecho de los fetos tratados con reti-
noico fue menor que la de los fetos controles, sien-
do la diferencia estadisticamente significativa, y lo
mismo ocurri6 al evaluar el lado izquierdo. Igualmente,
la distancia entre el punto cefalico superior y los pabe-
llones auriculares derecho e izquierdo de los fetos tra-
tados con retinoico fue mayor que la de los fetos con-
troles, siendo la diferencia estadisticamente significa-
tiva.

Discusién

A partir del descubrimiento de la asociacion entre
el uso de los retinoides y las malformaciones en los
embriones humanos comenz0 a usarse el &cido reti-
noico en modelos de experimentacion animal. Webs-
ter y cols,! realizaron una serie de estudios en ani-
males de laboratorio administrando Accutane® a rato-
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Tabla 1. Analisis morfométrico. Variables cuantitativas control vs. acido retinoico

Variable N Media cruda
(mm)
Longitud del maxilar
Control 20 3,01
Retinoico 45 2,17
Longitud del maxilar izdo.
Control 20 2,97
Retinoico 45 2,22
Distancia entre los poros nasales
Control 20 1,64
Retinoico 45 1,55
Distancia entre los globos oculares
Control 20 7,55
Retinoico 45 6,13
Longitud anteroposterior del maxilar
Control 20 6,34
Retinoico 45 4,23
Longitud anteroposterior de la mandibula
Control 20 4,83
Retinoico 45 3,33
Distancia poro nasal-Pabell6n derecho
Control 20 13,66
Retinoico 45 8,6
Distancia poro nasal-Pabellon Izquierdo
Control 20 13,41
Retinoico 45 7,73
Distancia punto cefalico- Pabellon derecho
Control 20 6,11
Retinoico 45 5,23
Distancia punto cefalico- Pabellén izquierdo
Control 20 5,62
Retinoico 45 4,84

Figura 3. Feto tratado con retinoico que presenta una fisura man-
dibular, exoftalmos bilateral y un aumento de la distancia entre los
poros nasales.

nes durante la embriogénesis precoz. Indujeron mal-
formaciones en el oido externo, hipoplasia maxilar y
mandibular, fisura palatina y defectos cardiacos y del

Media Media Desviacion P
correctora (mm) corregida (%) estandar

10,96 27,5 1,1 0,451
8,34 26 6,9

10,96 27,1 1,6 0,765
8,34 26,6 6,2

10,96 14,9 1,3 < 0,0001
8,34 18,6 2,7

10,96 68,9 3,9 0,041
8,34 73,6 9,8

16,61 38,2 2 < 0,0001
13,52 31,3 531

16,61 29,1 2,4 0,001
13,52 24,6 47

16,61 82,2 2,6 < 0,0001
13,52 63,5 23,3

16,61 80,7 34 < 0,0001
13,52 57,1 27,8

11,09 55,1 4,9 0,003
9,22 56,8 20,6

11,09 50,7 5,2 0,002
9,22 52,5 25,1

timo, es decir, malformaciones de estructuras deri-
vadas de la cresta neural. Granstrom y cols. en 1990,45
vieron como la administracion de 15 mg/Kg de etre-
tinato, o bien de 60 mg/Kg de &cido retinoico a ratas
Sprague Dawley producia muerte fetal. La adminis-
tracion de 10 mg/Kg de etretinato o bien 40 mg/Kg
de &cido retinoico producia malformaciones menos
severas, pudiendo llegar los fetos a término. Cuando
los retinoides eran administrados precozmente en
la gestacion, dias 7-8, se producian exencefalia y
defectos del cierre del tubo neural. Si los retinoides
se administraban mas tarde, dias 10-11, se produci-
an anomalias digitales y en la cola. Cuando los reti-
noides se administraban entre los dias 8,5y 9, se indu-
cia un sindrome muy similar al de los arcos bran-
quiales humanos. La estructura aislada que mas cla-
ramente estaba afectada por el retinoico era la cres-
ta neural craneal. Como puede observarse, el dia del
desarrollo embriolégico en el que se administra el
teratdgeno es fundamental, puesto que el desarro-
llo embrioldgico es un proceso dinamico.? Nosotros
administramos el teratdgeno las primeras horas del
dia 10 de gestacion y las malformaciones aparecen
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en tejidos derivados del proceso frontonasal de los
arcos branquiales y por tanto tejidos en cuyo desa-
rrollo juegan un papel crucial las células de la cres-
ta neural craneal.

Tras la administracion del teratdgeno se produce
un retraso considerable en la morfogénesis facial
gue se manifiesta en la disminucidn de la longitud
de varias distancias faciales y que medimos en el
estudio morfométrico. La longitud de los procesos
maxilares, tanto derecho como izquierdo fueron
menores en los fetos tratados con retinoico que en
los fetos controles, si bien este dato no fue esta-
disticamente significativo. Aunque no hemos encon-
trado referencias a estas medidas en concreto en
la literatura, la disminucion del tamafio podria expli-
carse por el desarrollo anormal del maxilar. La dis-
tancia entre los poros nasales de los fetos tratados
con retinoico fue significativamente mayor que la
de los fetos controles. Curiosamente, en el estudio
de Granstrom y Kullaa-Mikkonen,5 esta distancia
estaba disminuida en lugar de aumentada, y los auto-
res lo atribuyen a la disminucion de la anchura nasal.
En nuestro estudio, cuando consideramos la dis-
tancia cruda (sin factor de correccién) entre los poros
nasales, ésta era menor en los fetos con retinoico.
Sin embargo, al aplicar el factor de correccion, en
este caso la longitud transversal de la cara, la dis-
tancia entre los poros nasales fue mayor en los fetos
con retinoico, siendo ademas estadisticamente sig-
nificativa. En el citado estudio,® no se especifica si
se ha aplicado 0 no una correccion en relacién con
la disminucion global del tamafio de la cara. Noso-
tros explicamos el aumento de la distancia entre los
poros por la tendencia que existe en los fetos tra-
tados con el retinoico al retraso en la fusion de los
diferentes procesos faciales durante le embriogéne-
sis y que se manifiesta claramente en la formacion
de las fisuras faciales, de tal forma que un retraso
en la fusién de los procesos nasales se manifestaria
tanto en un aumento de la distancia entre los poros
nasales como en la aparicion de fisuras o fistulas.

La distancia entre los globos oculares de los fetos
tratados con retinoico fue mayor que la de los fetos
controles, siendo la diferencia estadisticamente signi-
ficativa. Este dato se puede relacionar con la tenden-
cia al hipertelorismo que existe en los sindromes huma-
nos derivados de alteraciones de las células de la cres-
ta neural. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
la mayor parte de los fetos expuestos a retinoico pre-
sentaban exoftalmos, hallazgo que también expresa la
alteracion en la morfogénesis. Por ello, en los fetos con
exoftalmos se midié la distancia entre los globos ocu-
lares exoftalmicos, mientras que en los fetos sin exof-
talmos, bien tratados con retinoico o bien controles, al
estar fusionados los parpados, medimos las distancias
entre los cantos internos de las hendiduras palpebra-
les. La longitud antero-posterior del maxilar y la lon-
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gitud antero-posterior de la mandibula fueron meno-
res en los fetos tratados con retinoico comparadas con
las mismas medidas en los fetos controles, siendo la
diferencia estadisticamente significativa. Con estas dos
medidas hemos corroborado los hallazgos de Granstrom
y Kullaa-Mikkonen®é que simplemente describen como
sus fetos tratados con etretinato pueden tener la cara
aplanada, sin aportar ningun tipo de medida. Del
mismo modo Webster y cols,! describieron hipopla-
sia del maxilar y la mandibula en ratones tratados con
Accutane®. La explicacion de estos hallazgos seria tam-
bién el retraso de morfogénesis facial.

En nuestro estudio la posicion de los pabellones
auriculares se valoré midiendo la distancia desde el
poro nasal hasta el pabellén auricular, y la distancia
entre el punto cefélico superior y el pabellén auricu-
lar, considerando ambos pabellones por separado. Los
pabellones de los fetos tratados con retinoico se loca-
lizaron méas anterior e inferiormente, comparados con
los pabellones de los fetos controles, siendo ambos
hallazgos estadisticamente significativos para ambos
lados. Del mismo modo, en el estudio descriptivo se
valord la implantacion normal o baja de cada pabe-
[16n auricular, siendo baja en el 86% y el 90% de los
fetos tratados con retinoico, en el lado derecho e
izquierdo respectivamente. En el estudio de Granstrém
y cols,* en los fetos tratados con retinoico los pabe-
llones eran mas inferiores pero mas posteriores. Estos
autores describen la posicién de los pabellones sin
emplear ningun tipo de medicién, por lo que el resul-
tado no es comparable al nuestro.

En funcion de los resultados obtenidos en nues-
tro estudio, compartimos la idea de que el origen
de las malformaciones craneofaciales esté en la alte-
racion de las células de la cresta neural craneal. Esta
teoria fue inicialmente propuesta por Mc Credie,”8
en la embriopatia por talidomida y més tarde amplia-
mente defendida por Jhonston,®10 en la teratogé-
nesis de la hipervitaminosis A. Se considera que exis-
te un déficit en el mesénquima del proceso fronto-
nasal y de los arcos branquiales como resultado de
un fallo en el proceso de migraciéon de las células
de la cresta neural craneal y de su contribucion a
los primordios faciales. Esta teoria es la méas acep-
tada en el momento actual y existen maltiples estu-
dios que la apoyan.411-13

Conclusiones

En conclusion, la exposicion de ratas Sprague-Daw-
ley al &cido retinoico en el dia diez de gestacion indu-
ce importantes malformaciones craneofaciales en sus
embriones, probablemente ocasionadas por una alte-
racion en la migracion de las células de la cresta neu-
ral craneal a los primordios faciales en desarrollo, es
decir proceso frontonasal y arcos branquiales. Estas
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malformaciones no solo se observan en el estudio des-
criptivo de los embriones, sino que alteran sus medi-
das craneofaciales, como se pone de manifiesto en
el estudio morfométrico.
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