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RESUMEN

Introduccidn: el consumo en altas dosis
de vitamina A a dosis minima teratogénica
podria ser causa posible de alteraciones
histoldogicas del hueso durante el
crecimiento intrauterino.

Objetivo: evaluar el efecto de |Ia
hipervitaminosis A inducida en ratas sobre
los huesos largos de la descendencia.

Método: se realizd un  estudio
experimental en ratas Sprague Dawley
prefiadas: dos grupos con tres animales
¢/u: control negativo y casos con dosis de
VA 50 pg/g durante los primeros 16 dias
de prefiez entre septiembre 2015 y febrero
2016. Se tomaron los fémures derechos de
todas las ratas (n=12 en cada grupo) con
2 horas de nacidas. Los huesos fueron
descalcificados, procesados en parafina y
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tefiidos con hematoxilina/eosina. Se
realizd morfometria de corte longitudinal
de fémur derecho en el punto medio de las
diafisis del grosor del periostio, endostio,
cortical y total de la diafisis. Las variables
cualitativas fueron resumidas mediante
frecuencias y las cuantitativas, mediante
la media y desviacién estandar. Las
comparaciones se verificaron mediante las
pruebas de X2y T de Student al 95 % de
certeza.

Resultados: tanto el grosor del periostio,
como el del endostio, de la cortical y el
diametro de la diafisis del fémur
mostraron disminuciones altamente
significativas (p<0.0001) en la
comparacién de medias entre los grupos
de estudio y control. El cartilago
endocondral aumentado, y la dilatacion de
los vasos medulares fueron mas frecuente
entre los casos (p<0.0001).

Conclusiones: la hipervitaminosis A
durante la prefiez en ratas Sprague
Dawley reduce el tamafo del fémur en la
descendencia.

DeCS: VITAMINA A: HIPERVITAMINOSIS
A; RATAS; HUESOS.

ABSTRACT

Introduction: the consumption in high
doses of vitamin-A at a minimum
teratogenic dose could be a possible cause
of histological alterations of bones during
intrauterine growth.

Objective: to assess the effect of
hypervitaminosis A induced in rats on the
long bones of offspring.

Method: an experimental study was
conducted on pregnant Sprague Dawley
rats: two groups with three animals each:
negative control and cases with VA dose
50 pg / g during the first 16 days of
pregnancy between September 2015 and

February 2016. The right femurs of all rats
were taken (n = 12 in each group) 2 hours
after birth. The bones were decalcified,
processed in paraffin and stained with
haematoxylin / eosin. Longitudinal section
morphometry of the right femur was
performed at the midpoint of the diaphysis
of the thickness of the periosteum,
endosteum, cortical and total of the
diaphysis. The qualitative variables were
summarized by frequencies and the
quantitative using the mean and standard
deviation. The comparisons were verified
by X2 and Student's-T tests at 95 %
certainty.

Results: thickness of the periosteum and
endosteum, cortex thickness, and
diaphysis of the femur showed highly
significant decreases (p <0.0001) when
comparing the means between the study
and control groups. Increased
endochondral cartilage and dilation of
medullar vessels were more frequent
among cases (p <0.0001).

Conclusions: hypervitaminosis A during
pregnancy in Sprague Dawley rats reduces
the size of the femur in offspring.

DeCS: VITAMIN A; HYPERVITAMINOSIS
A; RATS; BONES.

INTRODUCCION

La vitamina A (VA, retinol) es un
micronutriente esencial, que solamente
puede obtenerse de la dieta, ya que
ningdn animal tiene la capacidad para la
sintesis de novo. () Cumple varias
funciones en el organismo, pero su
naturaleza liposoluble y su larga semivida

bioldgica favorecen ciertos rasgos toxicos.
2

Tanto su carencia como la
hipervitaminosis A (HVA) constituyen
problemas de salud. La HVA se estd
transformando en un problema clinico de
frecuencia creciente y de alto riesgo en



diversos paises desarrollados y no
desarrollados, debido a la automedicacion
y al exceso de prescripcion. (2 3)

Con el interés actual en incrementar los
estilos de vida saludables vy la
disponibilidad de la VA en alimentos y
medicamentos, existe potencial para que
la toxicidad por esta vitamina pueda
volverse un problema en el transcurso de
la vida. El consumo elevado de formas de
retinol se puede proponer como una gran
amenaza. ¥

Se conoce que una de las funciones mas
importantes de la VA es el mantenimiento
estructural y funcional de las células.
Incluso en el hueso media numerosas
funciones celulares, sin embargo, se ha
reconocido por mucho tiempo que el
aumento en los niveles de esta vitamina
tiene efectos deletéreos en este
componente del sistema
osteomioarticular, produciendo aumento
en la fragilidad del esqueleto. Y se ve mas
afectada la funcion osteoblastica, por lo
que en una persona adulta puede causar
fracturas espontaneas, y en los fetos
afecta de manera significativa el desarrollo
oseo. (56

A pesar de conocerse las malformaciones
inducidas por HVA en los fetos, se
describen muy pocos defectos dseos por
esta causa, y son muy escasos ademas los
estudios sobre las alteraciones tisulares
del hueso que puedan presentarse en
estos casos.

Al revisar la bibliografia sobre vitamina A
y su relacién con el crecimiento éseo en la
vida prenatal vy las alteraciones
histoldgicas que puedan presentarse, se
encontré que en Cuba y especificamente
en Pinar del Rio no se han realizado
investigaciones experimentales
relacionadas con la influencia que ejerce
este micronutriente sobre la histologia del
hueso. Entonces ¢écomo contribuir al
conocimiento y la integracidén basica clinica
en la relacion entre la hipervitaminosis A
en el embarazo y las alteraciones tisulares
del hueso?

El propdsito de este trabajo ha sido
evaluar si la Vitamina A en dosis minima
teratogénica en ratas Sprague Dawley

prefiadas pudiera asociarse a alteraciones
histolégicas de los huesos largos de la
descendencia.

METODO

Se realizd un estudio de paradigma
cuantitativo, experimental, prospectivo en
el tiempo, transversal en la observacién y
determinaciones, de casos y controles en
un modelo animal de ratas Sprague
Dawley.

El estudio fue conducido y se rigié por lo
establecido en la Guia de Buenas Practicas
para el Cuidado, Uso, y Reproduccién de
los Animales para la Experimentacion del
CENPALAB. ()

Todas las hembras fueron alojadas en
grupos de tres por caja (cajas T2) y los
machos a razén de dos por caja (cajas T3).
Antes del apareamiento los machos fueron
ubicados individualmente en cajas T2.
Posterior al apareamiento, las hembras
presuntamente prefiadas, se alojaron a
razén de una por caja (cajas T2) hasta el
final del estudio. Todas las cajas son
plasticas con tapa de rejilla (INPUD)y se
ubicaron en estantes. Se mantuvieron con
encamado de bagazo de cafa
desmeollado, esterilizado en autoclave
(POT 01.01.05.003) en la Direccion de
Animales Gnotobidticos de la institucidon
previamente mencionada.

Para el estudio se utilizaron seis hembras
que fueron seleccionadas y distribuidas
aleatoriamente en los dos grupos de
tratamiento, empleando el programa
LABTOOLS, ® constituidos cada uno de la
siguiente manera: tres hembras prefiadas
en cada grupo. En el control no se
suministrd ninguna sustancia adicional a la
dieta normal, y en el grupo experimental
se suministrd vitamina A (50 pg/g de peso
corporal) desde el dia cero hasta el dia 16
de la gestacion, una sola vez al dia, a las
9:00 am.



Se sacrificaron todos los animales en el
primer dia de nacidos. Para ellos los
mismos fueron narcotizados con éter
dietilico.

Se tomaron los fémures derechos de todas
las ratas, identificados por cada grupo de
estudio. Los huesos fueron descalcificados
en solucién acida Osteosof? alrededor de
15 dias hasta su total reblandecimiento lo
gue permitié la preparacion histica.

Para arrastrar todo el acido descalcificador
se trato el tejido con abundante agua y se
comenzé la fijacion en formalina
tamponada al 12 % por no mas de 24
horas, mas tarde se trataron con alcoholes
a concentraciones crecientes, se aclararon
con xilol para procesarlos por el método de
inclusién en parafina y al final obtener los
cortes histicos mediante micrétomo con
cuchilla de acero. Los portaobjetos de
vidrio con el tejido fueron tefidos
mediante la técnica de rutina de
hematoxilina/eosina.

Una vez teiidas, fueron observadas
mediante microscopia 6ptica de campo
brillante.

La morfometria se realizd en los
portaobjetos de vidrio que contenian el
corte de hueso descalcificado, y tefiido con
hematoxilina y eosina. Los cortes se
examinaron con un microscopio Optico
MOTIC y se realizaron fotos a 40x con la
camara digital MOTICAM 3, conectado a un
ordenador para la recogida de estas
imagenes, utilizando el software MOTIC
para analisis morfométrico de las
imagenes a una magnificaciéon de 2500 y
camara de 3MP entre 2048 x 1536 pixeles.

Se realizaron cortes longitudinales en los
fémures derechos de todas las ratas
estudiadas y en el punto medio de las
diafisis se midid el grosor del periostio,
endostio, cortical y grosor total de la
diafisis. Se buscé el punto de mayor grosor
a razén de una medicion por fémur
derecho de la rata recién nacida.

Las variables utilizadas fueron:

Cuantitativas: grosor del periostio, de la
cortical, del endostio, y el grosor total de
la diafisis, medidas en pm.

Cualitativas: Prominencia o no del
cartilago metafisario y dilatacién o no de
los vasos medulares.

Las variables cualitativas fueron
resumidas mediantes frecuencias
absolutas y relativas porcentuales, Las
cuantitativas, ademas, mediante la media
y la desviacion estandar, y en caso de no
normalidad mediante la mediana y el
intervalo intercuartilico.

Las medias se compararon mediante la
prueba de la T de Student previa
verificacion de homocedasticidad con la
prueba F de Levene. De no resultar
homoceddasticas se empled la prueba T'.
Las frecuencias se compararon mediante
la prueba de X2?y se utilizd la prueba de
Odds ratio para mediar la fuerza de la
asociacién entre las variables en
consideracion en casos y controles. En
todos los casos el nivel de confianza fue
del 95 %.

El ensayo fue conducido y se rigié por lo
establecido en la Guia de Buenas Practicas
para el Cuidado, Uso, y Reproduccion de
los Animales para la Experimentacion
segun las normas del CENPALAB ("), asi
como la realizacion de la eutanasia en
animales de experimentacion.

RESULTADOS

Tanto el grosor del periostio, como el del
endostio, de la cortical y el didametro de la
diafisis del fémur mostraron diferencias
altamente significativas en la comparacién
de medias entre los grupos de
tratamiento. (tabla 1)



Tabls 1, Resumen de las variables cuantitativas en casos (madres tratadas con
Vitamina A) y controlas (sin tratamiantc) en crias de ratas Sprague Dawley

| Variable Casos (media y
DS)

Controles (media y | Prueba F | Prueda T

n=i2

Grosor del | 1,19 0298 |34 0,224 | 1813 T=  18,08;
periostio en p=0,192 |gl=22;
pm p=0.000
Grosor  del | 0,06 0,018 090 0.5 15884 | T'=11,518
it £€0,001 | gl=itt
pm
p=0,000
Grosor de | 54,01 (3052 (8622 2602 (022 T=27.827
. 220604 | gl=22;
m 220,000
Didmetro  |1,684 0,429 (2071 0414 [0988 T=8,176
de la B X
o P=0,331 |[gl=22;
diafisis =n nn
p=0,000
mm

Fuante: Baze ce dates,

Esas diferencias entre casos y controles se
pueden expresar de la siguiente manera:

El intervalo de confianza al 95 % de
certeza de las diferencias de medias para
el grosor del periostio resulté en: -2.174 a
-1.726 um, indicando que siempre en los
casos tratados con vitamina A hubo una
reduccién del grosor significativo de esta
variable. Para el grosor del endostio la
diferencia de medias mediante la prueba
T, al ser diferentes las varianzas, resultd
en -1.005 a -0.683 ym, también altamente
significativa. Para el grosor de la cortical la
diferencia de medias resultd en un
intervalo de confianza de -34.618 a -
29.816 pm, también altamente
significativa. El intervalo de confianza de
la diferencia de medias para el diametro
de la difisis resulté también altamente
significativo: desde -0.559 a -0.353 ym.

Con relacién a las dos variables
cualitativas consideradas y estudiadas en
casos y controles se encontré significacién
estadistica para ambas, y mientras el
cartilago era mas prominente entre los
casos por 6,75 veces superior que en los
controles, la dilatacion resultaba 9,00
veces superior entre los casos. (Tabla 2)

Tabla 2, Frecuencis de ratas recién nacidas por prominencia del cartilago
endocondral y dilatacion da vasos sanguinzcs medulares an casos y controles,

Yarieble Cazos Controles e P R IC95%
(n1=12) | {n2=12)
No. |% [Ne b
Prominencia | & 75 |4 (333449 (0,04 (675 |[1,16-38,20
del cartilago
endocendra
Dilatacién de |9 7% |3 25 (600 |001 800 |142:5722
vasos
sanguineos
medulares

Fuante: base de caas

DISCUSION

En el andlisis de los datos obtenidos se
encontré que los fémures de las ratas
estudiadas mostraron diferencias
significativas en las medidas relacionadas
con el grosor del periostio, grosor del
endostio, grosor de la cortical y grosor
total de la diafisis entre casos y controles.

Se comprobd que las crias de las ratas
(grupo de casos) mostraron una reduccion
altamente significativa del grosor del
periostio. Este resultado tiene relacidon con
los del estudio del efecto de los retinoides
en la resorcién de los huesos del craneo de
ratones neonatos y se confirman los
efectos de la vitamina A y sus derivados,
como el acido retinoico, en el periostio de
los huesos y sugieren que esto es un
estimulo para la formacion de los
osteoclastos, como ocurre en el esqueleto
humano. ©

En otros modelos de roedores han sido
identificados receptores para el acido
retinoico tanto en los osteoclastos como
en los osteoblastos, y se ha comprobado
la accion inhibitoria del acido retinoico
sobre los osteoblastos. Se plantea que la
vitamina A deprime la actividad
osteoblastica. (10 11)



Pensamos entonces que la afectacion en la
formacion del periostio en nuestros casos
esta evidenciada por la disminucion del
grosor del periostio, lo que puede estar
sustentado por estudios del periostio de
fémures y tibias donde se fundamenta
como en el grosor del mismo influye
directamente el espesor y la celularidad de
la capa de cambio del periostio donde las
células osteoprogenitoras de las que
derivan los osteoblastos juegan un papel
protagdnico. (12)

En el estudio morfométrico de los fémures
se observa que el grosor de la cortical de
los casos disminuyd significativamente
(tabla 1). Estos resultados coinciden con
los de otros estudios que describen los
cambios que ocurren en el esqueleto
debido a la hipervitaminosis A en los
animales experimentales, donde es
caracteristico el adelgazamiento de la
corteza de la diafisis de los huesos largos

y una frecuencia aumentada de fractura.
(10)

Los estudios en animales han revelado que
el acido del retinoico suprime la actividad
del osteoblasto, estimula la formacion del
osteoclasto, y se opone a la habilidad de
vitamina D para mantener las
concentraciones de calcio de suero
normales. (13

Al estudiar el efecto de una dieta rica en
VA sobre los huesos se encuentra
alteracion de las dimensiones de los
mismos en ratas jovenes en las que
produce una reduccién en el espesor del
hueso cortical. Estos resultados son
consistentes con la literatura actual donde
hay otras situaciones, por ejemplo, la
influencia de la Vitamina A durante el
desarrollo fetal donde los resultados son
similares. (13,14 Asi se ha indicado que una
alta ingestién de vitamina A tiene efecto

directo, inhibiendo la formacion de hueso.
(8, 15)

Se puede justificar entonces los resultados
obtenidos, ya que concuerdan con el
estudio histomorfométrico del hueso
diafisario realizado en ratas, donde se
demuestra como el endostio presenta una
alta capacidad formativa désea en los
primeros 45 dias de vida de las mismas. Al
disminuir en nuestro experimento el

grosor del endosito, se ve afectada
entonces de manera directa la formacidn
del hueso descrita en los casos de HVA. (13

En nuestro estudio el grosor total de la
diafisis de los fémures también mostrd
diferencias altamente significativas (tabla
1), lo que pudiera estar sustentado en la
literatura cuando se plantea que los
huesos se adelgazan y se tornan fragiles,
gue aumenta la accién osteoclastica vy
disminucién de la accién osteoblastica en
los casos de hipervitaminosis A. (& 100tros
investigadores han  demostrado la
reduccion caracteristica del diametro de
los huesos largos y su relaciéon con la
disminucién de la fuerza biomecanica que
ejerce el hueso, pero el estudio fue
realizado en ratas maduras. (12

Relacionada con esta variable estudiada,
la investigacion histomorfométrica
referida anteriormente () nos ayuda a
explicar lo sucedido con la disminucién en
los casos del grosor total de la diéfisis,
pues el crecimiento en anchura de un
hueso largo se debe principalmente a la
formacion subperidstica de hueso nuevo
comenzando antes del nacimiento vy
continuando a lo largo de la vida, estando
afectada en nuestra investigacion la
superficie periostica que tiene una
actividad directa en la formacion del
hueso.

La valoracion histolégica ayudd a
determinar la prominencia del cartilago
metafisario, la cual fue observada en un
75% de los casos (tabla 2), mientras que
en el grupo control este resultado fue
significativamente menos frecuente.

El hueso se forma por dos mecanismos:
osificaciéon intramembranosa y osificacion
endocondral. El crecimiento longitudinal
es por osificacion endocondral. Se produce
a partir del cartilago de crecimiento, que
va desde una zona de reposo, donde se
forman las células madre, hasta una zona
de cartilago calcificado, pasando por la
multiplicacion e hipertrofia de las células
proliferantes.En estudios en animales
jovenes con cojera se describe la
osteopatia hipertrofica por HVA; en los
animales en crecimiento se plantea retraso
del crecimiento por detencion de la
proliferacion condrocitaria en el seno del



cartilago de crecimiento.(*)Sin embargo,
en nuestro estudio, lo que ha ocurrido es
retraso de la mineralizacién del ese
cartilago y la formacidon concomitante de
hueso.

Segun estos estudios se puede pensar que
nuestros resultados son compatibles con
los mismos, ya que en los casos donde se
precisa la prominencia del cartilago puede
estar retardada o reducida la osificacion,
lo cual podia traer consecuencias futuras
para estos animales.

En cuanto a la dilatacion de los vasos
sanguineos medulares, que fue nueve
veces mas frecuente entre los casos (tabla
2), no hay explicacién plausible.

En las revisiones realizadas sobre los
mecanismos moleculares que se
desencadenan en el hueso en la HVA fue
posible identificar que esta parece tener
efectos diferentes en la expresion de
genes de hipoxia en la médula del hueso,
comparado con las células en el hueso
cortical; describen como a nivel de la
médula se identifica mayor hipoxia y
sefales de flujo sanguineo danado, por lo
que puede ser relacionado nuestro
resultado con lo planteado por estos
autores. (3

Se concluye que la vitamina A ingerida en
la etapa de organogénesis a una dosis
minima teratogénica produce disminucion
significativa del grosor del periostio, de la
cortical, del endostio y disminucién el
grosor total de la diéfisis de los fémures de
crias de ratas Sprague Dawley. Ademas,
se presentan alteraciones también
significativas de los componentes tisulares
del hueso por la presencia de cartilago
metafisario prominente y dilatacién de
vasos o disminucién de la cavidad
medular, lo que afecta el crecimiento
0seo.
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