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PRESENTACION

Como explicamos en una editorial anterior, diversas circunstancias nos
decidieron a transformar la revista Ciencias Morfoldgicas en un medio con
formato on-line. Sin dudas de esta manera se consigue una distribucion mucho
mas amplia de la publicacién. La posibilidad de lograr una mayor difusion nos
llevé a reflexionar sobre la posibilidad de pensar en publicar nuevamente algunos
articulos que habian aparecido en la primera época de la revista y que podian
guedar olvidados por las limitaciones de la distribucion en el formato original.
Para cumplir con este objetivo, realizamos una seleccion de articulos que
consideramos que no habian perdido vigencia y seguian siendo de interés para
nuestra area de conocimiento. Tras ser revisados y corregidos por los autores,
adaptamos estos articulos al nuevo formato de Ciencias Morfoldgicas. En el
presente numero iniciamos esta serie de reediciones con el trabajo: Anatomia
quirurgica y aplicada del delantal de los epiplones. Fundamentos de sus usos
medicoquirurgicos de Marcelo Héctor Cerezo y Néstor Lanari. Por otra parte,
continuamos con la presentacion de trabajos originales que abarcan en este caso
areas tan distintas como la morfologia de organismos acuaticos y la del esmalte
dentario humano, con ello reafirmamos laidea madre de esta revista que es apoyar
el estudio de las ciencias morfoldgicas en todas sus variantes. Por ultimo,
proseguimos con la publicacion de resimenes de tesis doctorales que
consideramos de fundamental importancia para que se puedan conocer las areas
en las que trabajan distintos investigadores. Esperamaos que este nimero sea del
agrado de nuestros lectores.

Los editores
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HISTOCHEMICAL ANALYSIS OF GLYCOCONJUGATES IN THE
BRANCHIAL MUCOUS CELLS OF Apareiodon affinis (STEINDACHNER,
1879) (CHARACIFORMES, PARADONTIDAE)

ANALISIS HISTOQUIMICO DE LOS GLICOCONJUGADOS EN LAS
CELULAS MUCOSAS DE LAS BRANQUIAS DE Apareiodon affinis
(STEINDACHNER, 1879) (CHARACIFORMES, PARADONTIDAE)

Alcira Ofelia DIAZ *; Alicia Mabel GARCIA'; Clévis PINHEIRO Junior’; Fernanda BLAUTH DE
LIMA’; Mariadel Carmen BRACCINI* Antonio Carlos GALARCA GUIMARAES’
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ABSTRACT. The histochemical characteristics of the mucous cells located in the gills of the fish Apareiodon affinis
(Steindachner, 1879) (Characiformes, Paradontidae) were investigated. Several methods for the localization and
characterization of glycoconjugates (GCs) with oxidizable vicinal diols, O -acyl sugars, O- sulphate esters and sialic
acids residues without O-acyl substitution or with O-acyl substitution at C7, C8 or C9 were employed. Mucous cells
were observed among the epithelial cells of the filament and the gill lamellae. No histochemical differences were
detected between the mucous cells of primary and secondary lamellae. They contained high amounts of GCs with
carboxyl groups and O-sulphate esters, together with moderate amounts of GCs with oxidizable vicinal diols, and
low amounts of GCs with sialic acids. This work demonstrated the heterogeneity of the mucous cells GCs, which
could be associated with different functions such as lubrication, protection and inhibition of the invasion and
proliferation of pathogenic microorganisms and ionic regulation.

Key words: gills, glycoconjugates, histochemistry, mucous cells, teleost fish.

RESUMEN. Las caracteristicas histoquimicas de las células mucosas de las branquias de Apareiodon affinis
(Steindachner, 1879) (Characiformes, Paradontidae) fueron investigadas. Se utilizaron métodos para la localizaciény
caracterizacion de glicoconjugados (GCs) con dioles vecinos oxidables, O-acil azUcares, ésteres orto-sulfatados y
residuos de &cidos sialicos sin substitucién o con substituciéon O-acilo en C7, C8 y/o C9. Se observaron células
mucosas entre las células epiteliales del filamento y las laminillas secundarias. No se encontraron diferencias
histoquimicas entre las células mucosas de las laminillas primarias y secundarias. Ellas poseen abundantes GCs con
grupos carboxilicos y esteres O-sulfatados, junto con moderada proporcién de GCs con dioles vecinos oxidables y
baja cantidad de GCs con &cido sialico. Este trabajo demostré la heterogeneidad de los GCs de las células mucosas que
podriaasociarse con funciones diferentes como la lubricacion, proteccién e inhibicion de lainvasion y proliferacion de
microorganismos patégenosy laregulaciénidnica.

Palabras clave: branquias, glicoconjugados, histoquimica, células mucosas, peces teledsteos.
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INTRODUCTION

The glycoconjugates (GCs) constitute the
major component of the vertebrate
mucosubstances. They are known to have a large
variety of functions, from antimicrobial and
antiviral to osmotic functions (1, 7, 8, 9). In fishes,
mucosubstances also have an important role in
ion regulation and diffusion (10).

The presence of mucous cells is a common
character of teleost fish. Fish mucous cells
elaborate and release different secretory
components, mainly GCs. Mucous cells and the
mucous composition they produce are
influenced by the physicochemical conditions of
the environmentand its variations (5, 10).

The characid Apareiodon affinis (Steindachner,
1879) is a teleost belonging to the family
Paradontidae, and it is geographically
distributed by the rivers Paraguay, Parana Medio
and Bajo, Uruguay Medio and Bajo, and de la
Plata, and western Brazil. It inhabits the muddy
depths where it feeds on detritus (35). A. affinis is
popularly known as “duro-duro”, “canivete” or
“charuto” in Brazil and as “virolitos”, “piki” or
other names in the rest of the Latin American
countries where they occur (25). Variations in the
chemical compounds present in all river water
columns can alter the morphology and secretion
of the gill mucous cells of fish (16). In this way,
they are a useful model for studies on
environmental impact (19).

The purpose of this study was to analyze the
composition of carbohydrates in the mucous cells
of the gills of A. affinis from the hydrographic
basin of the River Uruguay Medio, in
Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brazil.

This study will provide a more profound
knowledge about the histochemical features of
the mucous cells of A. affinis, and it represents
the foundation upon which morphological
comparisons at different environmental
situations will be possible.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Adult A. affinis specimens of both sexes were
collected in S8o Marcos District, locality of
Cantdo, at the hydrographical basin of River
Uruguay Medio, (“29°30'20.4” S / 56° 50' 41.9”
W), in the Uruguaiana Comune, Rio Grande do
Sul, Brazil (Fig. 1).

Fig. 1. Female specimen of A. affinis collected in Sdo
Marcos District.

Collections were done in the winter-spring
2005 and summer 2006 periods. Specimens were
adults of both sexes. After collection the
specimens were weighed and measured in site
(13.3 = 1.21cm length; 23.5 + 6.8g weight). The
gills were rapidly excised and fixed by
immersion in 10% buffered formalin for light
microscope studies.

Histological processing

Samples were routinely processed and
embedded in paraffin. Four micrometer-thick
histological sections were cut by microtome,
prepared according to standard protocol and
then stained using the following techniques:
routine hematoxylin and eosin (H-E) stain,
Masson trichrome stain for morphology and
Mayer mucicarmin for mucin identification.
Histochemical processing
Sections of tissue were also treated with
histochemical procedures to identify and
differentiate GCs (Table 1). Sections were stained
with: 1) PAS (periodic acid Schiff’s reagent) to
demonstrate periodate reactive vicinal diols; 2)
the acetylation before PAS technique to block the
oxidation of the 1,2 glycol groups by the periodic
acid; 3) the acetylation — saponification - PAS
sequence to restore the 1,2 glycol groups which
reacts with the periodic acid ; 4) -amylase
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digestion before PAS reaction for a control of the
presence of GCs with oxidizable vicinal diols; 5)
PA*S (selective periodic acid Schiff reaction):
oxidation for 1 h at 4°C with 0.4 mM periodic acid
inapproximately 1 M hydrochloric acid is used as
aspecific reagent for the selective visualization of
sialic acids in the PAS procedure. The selectivity
of the reaction is the result of an increase in the
rate of the oxidation of the sialic acid residues
together with a decrease in the rate of oxidation
of neutral sugars; 6) KOH/PA*S (saponification-
selective periodic acid Schiff reaction) to allow
the characterization of total sialic acids. The
saponification with 0.5% potassium hydroxide in
70% ethanol for 30 min at room temperature was
performed to deacetylate sialic acid residues and
was followed by PA*S; 7) KOH/PA*/Bh/PAS
(saponification-selective periodic acid-
borohydride reduction-periodic acid Schiff

Procedures

PAS

Acetylation-PAS

Acetylation-
Saponification-PAS

a-amylase- PAS
PA*S

KOH/PA*S
KOH/PA*/Bh/PAS

PA/Bh/KOH/PAS

AB pH 25

AB pH 1.0

AB pH 05

Interpretation of staining reactions

reaction) for the characterization of neutral
sugars; 8) PA/Bh/KOH/PAS (periodic acid-
borohydride reduction-saponification-periodic
acid Schiff reaction): this method was carried out
using a 2 h oxidation at room temperature with
1% periodic acid. The aldehydes generated by the
initial oxidation were reduced to Schiff-
unreactive primary alcohols with sodium
borohydride (PA-Bh). Following saponification
(KOH), sialic acids with O-acyl substituents at
C7, C8 or C9 (or which had two or three side-
chains O-acyl substituents) and O- acyl sugars
are PAS positive; 9) AB pH 2.5 (Alcian Blue 8GX
pH 2.5): to demonstrate GCs with carboxyl
groups (sialic acid or uronic acid) and/or with O-
sulphate esters; 10) ABpH 1.0and pH 0.5 (Alcian
Blue 8GX pH 1.0 and pH 0.5) to demonstrate GCs
with O-sulphate esters and very sulphated GCs
respectively.

References

Tablel. Histochemical reactions for carbohydrate moietiesin mucous cells of A. affinis gills.
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RESULTS

The gill arch structure of A. affinis is similar to
that of other teleosts. Two epithelial types are
clearly identified in the gills of A. affinis: primary
or filamentary and secondary or lamellar. The
former is stratified with epithelial cells,
mitochondria-rich cells and mucous cells spread
among them; the latter is a two-cell-epithelium
morphologically adapted to gas exchange.

Mucous cells are detected among the epithelial
cells of the primary and secondary gill lamellae.
They appear depressed in the surface of the
epithelial cells which cover them almost
completely. Mucous cells are large, with
abundant secretion granules that displace the
nucleus to the basal margin of the cells. Mucus
discharge is performed by exocytosis.
Hematoxylin-eosin or trichrome colored
preparations showed no color in the mucous cell
content.

The histochemical procedures for visualizing
and identifying GCs in the mucous cells of
primary and secondary lamellae are summarized
inTable2.

Procedures Reaction shades

PAS 2M
Acetylation-PAS 0
Acetylation-Saponification-PAS M
o-amylase- PAS M
PA*S 1-2M
KOH/PA*S 1-2M
KOH/PA*/Bh/PAS 2M
PA/Bh/KOH/PAS 3M
ABpH 25 3T
ABpH 10 2-3T
AB pH 05 2-3T

Table 2. Histochemical staining properties of

GCsinmucouscells of A. affinis gills
(M, magenta; T, turquoise. Staining intensity: 0,
negative; 1, weak; 2, moderate; 3, strong)

No histochemical differences were detected
between the mucous cells of primary and

secondary lamellae. Analyses of reactions which
combined histochemical methods and their
respective controls indicated that a single type of
mucous cell appeared. The mucous cell
contained high amounts of GCs with carboxyl
groups and O-sulphate esters, together with
moderate amounts of GCs with oxidizable
vicinal diols, and low amounts of GCs with sialic
acids.

The reaction with the PAS method indicated
that moderate amounts of GCs with oxidizable
vicinal diols were present (Fig. 2). The coloration
disappeared after acetylation and recovered after
saponification confirming the presence of GCs
with oxidizable vicinal diols. Control sections
subjected to a-amylase were positive to the PAS
reaction after this treatment, so they must have
contained neutral hexoses. The mucous cells
were weakly positive to PA*S and KOH/PA*S
reaction, thus indicating that GCs with sialic
acids and some of their chain variants were
scanty (Figs. 3 and 4). Therefore the strong
reaction with the PA/Bh/KOH/PAS method
indicated mainly the presence of O-acyl sugars
(Fig.5). Neutral GCs with oxidizable vicinal diols
were revealed using the KOH/PA*/Bh/PAS
procedure (Fig. 6).

Sequences of reactions utilizing Alcian blue at
different pH levels showed the presence of GCs
with carboxylic and O-sulphate esters (weak and
strongly ionizated) (Figs.7-9).

DISCUSSION

In histological terms, the gills of A. affinis are
basically similar to that of other teleost fish (7, 8,
11, 13, 14). Thus, we described two types of
epitheliain A. affinis: that of the filament and that
of the respiratory lamellae. Mucous cells were
present in both epithelia. They were located sunk
among the epithelial cells of the filaments and the
secondary lamellae that covered them almost
completely, as classically described in other
teleosts (2,5,7, 8).

Histochemical methods have proved to be
valuable tools for localizing and characterizing



Fig. 2. PAS scale bar: 32 um.

Fig. 3. PA*S scale bar: 28 um

Fig. 4. KOH/PA*S scale bar: 40 pm

Fig. 5. PA/Bh/ KOH/PAS scale bar: 56

Mucous cells of Apareiodon affinis gills

Fig. 6. KOH/PA*/Bh/PAS scale bar: 56 pm

Fig. 7. AB pH 2.5 scale bar: 35 pm.

Fig. 8. AB pH 1.0 scale bar: 35 um.

Fig. 9. AB pH 0.5 scale bar: 40 pm.
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gill cells (7, 8). The histochemical methods used
allowed us to characterize the mucous cells. The
main components of mucus are high molecular
weight GCs with numerous carbohydrate chains
O-glycosidically linked to a protein core (3).

The contents of mucous cells from the primary
and secondary lamellae from the gills of A. affinis
were mostly neutral GCs, carboxylated and
sulphated GCs, and scarce GCs with sialic acids
and some of their side chain variants.

The different types of GCs detected in the
mucous cells proved a high level of histochemical
complexity, related to the diverse functions that
the mucosusbstances display in freshwater
fishes.

In the present study we have identified asingle
type of mucous cell in the gills of A. affinis.
Mucous cells of A. affinis gills were generally
similar to those described for the gills of
QOdontesthes bonariensis (6) and for the epithelium
of the operculum of Lepidocephalichthys guntea
(24).

As in Solea senegalensis (2, 30) and Cynoscion
guatucupa (8) it was found that mucous cells of A.
affinis gills secreted both neutral and acidic
carboxylated GCs. These components were
detected altogether in the same cell.

Acid GCs have been shown to coincide with
increased mucus viscosity in the alimentary tract
of fish (32), in air way epithelia of mammals (15)
and in corals (21). The elaboration of sulphated
GCs by mucous cells in A. affinis gills could be
related to an increased viscosity of the mucus and
to a lubrication of the surface of the fish gills.
According to Mittal et al. (2002, 2004), the
sulphated GCs could play a vital role in
providing protection against mechanical damage
to which these fishes are highly vulnerable
because of their habitat, and also while moving.
Furthermore, it has been postulated that
sulphated GCs prevent the proliferation of
pathogenic micro-organisms in freshwater fish
which are more likely to become infected in this
type of environment (22, 24, 27, 34). Thus, high
amounts of sulphated GCs in the mucous cell

secretions of the gills of A. affinis may also assign
a significant resistance against pathogens and it
would protect the fish.

Tibbets (1997) has described neutral GCs as
less viscous than the acid GCs elaborated by
mucous cells in the alimentary tract of
Arrhamphus sclerolepis krefftii. The histochemical
composition of the mucous secretion in the
mucous cell of A. affinis gills has also revealed the
presence of neutral GCs. The neutral GCs would
thus lower the viscosity of mucus in this region.
According to Mittal et al. (2002, 2004) mucus with
lower viscosity is considered to be fairly easy to
wash away with the respiratory water current.
This fact would facilitate the respiratory process.

According to the scheme proposed by
Harrison et al. (1987), the biosynthesis of GCs
includes modifications of the secretory protein,
and different stainings can represent the different
cell stages. The synthesis of mucin GCs includes
at least two modifications of the secretory
protein: glycosylation of the protein followed by
modifications of the sugar moiety. As a result,
PAS negative mucous cells initially contain only
proteins. PAS positivity could be related to the
production of glycoproteins. The Alcian blue
staining coincides with the carboxylation stage,
and the presence of sulphated glycoproteins with
the conjugation with sulphated groups (2, 8).

Care must be taken with comparisons
concerning histochemical analyses of fish
because in some cases, identical species under
different conditions have shown differences in
the type of GCs produced (29). Moreover, in
some freshwater fish (Monopterus cuchia and
Pungitius pungitius), the epidermal mucous cell
sulphated proteins predominate in the mucus
composition, whereas in marine fish (Blennius
tentacularis and B. sanguinolentus), GCs with sialic
acid prevail (34). Likewise, in the freshwater fish
O. bonariensis (6), sulphated GCs predominate in
their gills whereas in the gills of the marine fishes
Micropogonias furnieri (5, 7) and Cynoscion
guatucupa (8) many GCs with sialic acid are also
found.



Mucous cells of Apareiodon affinis gills

On the other hand, by means of histochemical
techniques (29) four types of mucous cells in the
branchial epithelium of the Poecilia vivipara were
identified, and only one type is described in Solea
senegalensis (2, 30). Then, the mucous cells of the
gill epithelium of A. affinis synthesize different
mucosubtances. The combination of GCs
possibly enables the gills to respond quickly to
changes in the environmental condition. The
components of GCs found in the mucous cells of

A. affinis gills may be related to the gills having
the general osmoregulatory role of regulating the
transfer of ionsand fluids.
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ABSTRACT. The aim of this work was to establish the relationship existing between the distribution of enamel types
in human permanent teeth and their biomechanical adaptation. For this purpose we considered the classification
proposed by Koenigswald about hierarchical levels of complexity in the structure of mammalian enamel, which has
not yet been applied to the study of human enamel. For sample preparation we used Martin and Wahlert's technique
(1999), already tested for the analysis of non human mammalian enamel types. The enamel types found were the
following: radial enamel, enamel with Hunter Schreger bands and irregular enamel. These types were found in all the
teeth with a different distribution in each tooth group according to the biomechanical exigencies to which each group
is exposed. Since teeth concentrate masticatory forces in little areas, the enamel types have to combine in such a way
that they can resist wear and fractures. We conclude that the presence of various enamels types and their combination
constitute aspecialization of enamel microstructure capable of responding to the varied biomechanical demand of the
differenttooth groups.

Key Words: enamel, microstructure, biomechanics.

RESUMEN. El prop6sito del presente trabajo fue establecer la relacion entre la distribucion de los tipos de esmalte en
piezas dentarias permanentes humanas y la adaptacion biomecénica. Para ello nos basamos en la clasificacion
propuesta por Koenigswald de niveles jerarquicos de complejidad del esmalte de mamiferos, lacual no fue aplicadaal
estudio del esmalte humano. Para la preparacion de las muestras utilizamos la técnica de Martin y Wahlert (1999) ya
probada para el andlisis de los tipos de esmalte en mamiferos no humanos. Los tipos de esmalte encontrados fueron:
esmalte radial, esmalte con bandas de Hunter Schreger y esmalte irregular, presentes en todas las piezas dentarias con
diferente distribucién en cada grupo dentario de acuerdo a las exigencias biomecéanicas a que se expone cada uno.
Dado que los dientes concentran en areas pequefias las fuerzas generadas durante la masticacion, los tipos de esmalte
deben combinarse de manera tal que estos puedan resistir desgastes y fracturas. Concluimos que la presencia de
varios tipos de esmalte y su combinacién constituye una especializacion de la microestructura del esmalte apta para
responder ala variada demandabiomecéanica de los diversos grupos dentarios.

Palabras clave: esmalte, microestructura, biomecanica.
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INTRODUCCION

Los dientes concentran las fuerzas generadas
por los musculos en areas pequefias como las
superficies de contacto y clUspides o bordes
incisales. El esmalte dental es el tejido mas
expuesto a fuerzas oclusales altas, por el extenso
procesamiento de lacomidaen lacavidad bucal y
la relacion de contacto oclusal entre las piezas
dentarias, por lo cual debe resistir desgastes y
fracturas.

El esmalte es una estructura cristalina
sumamente compleja. Los prismas del esmalte
son haces de cristales de hidroxiapatita
ordenados y densamente empaquetados por una
delicada red de material organico que los
envuelve. Se considera el prisma como la unidad
estructural bésica del esmalte y se denomina
esmalte prismatico al conjunto de prismas que
constituye la mayor parte de la matriz
mineralizada (1).

En la clasificacion de niveles jerarquicos de
complejidad del esmalte mamifero de
Koenigswald (2) se consideran los siguientes
niveles: 1) nivel cristalitos, 2) nivel prismas, 3)
nivel tipo de esmalte, 4) nivel patrén y 5) nivel
denticion. Este trabajo se ha basado en el nivel
tipo de esmalte, que hace referenciaa los esmaltes
prismaticos. Estos frecuentemente estan
organizados en capas; dentro de cada capa los
prismas tienen morfologia, orientaciones y
empaquetamientos similares. En el esmalte
prismatico se presentan volimenes donde los
prismas son paralelos unos con otros (esmalte
radial y esmalte tangencial) o se entrecruzan
entre si de manera ordenada (esmalte con bandas
de Hunter Schreger) o desordenada (esmalte
irregular). A su vez, en el esmalte irregular el
entrecruzamiento de prismas puede ser en haces
(esmalte 3D) o en prismas individuales (3).

Los prismas que terminan en la superficie
oclusal casi en angulo recto, permiten conservar
bajos rangos de abrasién y mejor borde cortante.
Sin embargo, si tienen una orientacion paralela
entre si, cuando las fuerzas de tension superan
valores criticos, pueden aparecer rajaduras o
crack a lo largo del esmalte (4). Los dientes tienen

una tendencia a fracturarse a lo largo del eje
mayor del prisma con mayor frecuencia respecto
del eje menor. El entrecruzamiento de prismas
provee un mecanismo de detencion de rajaduras
y potencia la resistencia a las fuerzas tensionales
(5).

Dado que en cada uno de los tipos de esmalte
de los prismas tiene una disposicién 6ptima para
responder a funciones especificas, el proposito
del presente trabajo fue establecer la relacion
entre la distribucion de los tipos de esmalte en
piezas dentarias permanentes humanas y la
adaptacion biomecénica.

MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron piezas dentarias humanas
permanentes extraidas por indicacion
pertenecientes a los grupos incisivo, canino y
premolar del maxilar superior. Los dientes
fueron seccionados longitudinalmente en
sentido labio-palatino y cada hemiseccion fue
incluida en resina epoxica. Cada corte fue
desgastado en forma progresiva con lijas al agua
de grosores de 200, 600, 1200 y 2.200 um y pulido
con 6xido de aluminio en polvo de 5 um de
granulacion. Las muestras fueron lavadas con
agua a presion y con ultrasonido durante 10
minutos y posteriormente grabadas con una
solucion de &cido clorhidrico al 10% durante 4
segundos. La metodologia de preparacion de los
especimenes puede ser consultada en Martin y
Wahlert (1999) (6). Las muestras fueron
observadas y fotografiadas bajo lupa binocular
para obtener la plantilla que facilité6 determinar
las areas de interés para observacion mediante
microscopio electrénico de barrido (MEB). Los
especimenes fueron montados en porta-
muestras para microscopio electronico de
barrido, deshidratados con alcohol etilico,
secados y metalizados en Fine Coat Sputer
J.T.C.1100 con oro paladio. Las observaciones se
realizaron en un microscopio electrénico de
barrido modelo JSM-6360 LV (bajo vacio).

Las micrografias se registraron en las caras
labial y palatina en tres zonas (cervical, media e
incisal o cuspidea) y en las cuspides de
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premolares, en la zona interna (proxima al limite
amelodentinario) y externa.

RESULTADOS

Los tipos de esmalte identificados fueron
esmalte radial, esmalte con bandas y esmalte
irregular, con unadistribucion caracteristica para
cada uno de los grupos dentarios; no se encontré
esmalte tangencial en ninguna de las muestras
estudiadas.

El esmalte con bandas presentaba las tipicas
bandas claras y oscuras cuando era observado
con baja magnificacién, mientras que a mayores
aumentos se confirmaba que este tipo de esmalte
correspondia a bandas o capas alternantes de
prismas seccionados longitudinalmente con
otras de seccion transversal.

En piezas dentarias del grupo incisivo, en las
zonas incisal y media, se encontr6 esmalte con
bandas en las caras labial y palatina. Las bandas
se extendian desde el limite amelodentinario
hacia la superficie externa y ocupaban la mayor
parte del espesor del esmalte, presentaban una
orientacion ascendente cuando se acercaban a
incisal, mientras que préximo a la superficie
externael esmalte eradetipo radial (Figs. 1y 2)

Fig 1. Esmalte con bandas en la zona incisal de la cara
labial eniincisivo Obsérvese lainclinacién de las bandas
(MEB x120).

Fig 2. Bandas de Hunter Schreger ocupando los 2/3
internos del espesor del esmalte y esmalte radial
externo. Zona media de la cara labial en incisivo (MEB
x120).

En la zona cervical de la cara palatina se hallé
esmalte con bandas, mientras que en la cara
labial, s6lo se registr6 esmalte radial (Figs. 3,4y
5). En las caras libres (labial y palatina) los
prismas del esmalte radial terminaban
perpendiculares a la superficie externaen lazona
mediay oblicuos ascendentes en lazonacervical.
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Fig 3. Esmalte con bandas en la zona cervical de la cara
palatinaen incisivo (MEB x100).

Fig. 4. Detalle de esmalte con bandas. Se alternan capas
de prismas en seccion transversal y longitudinal (MEB
x500).

Fig.5. Esmalte radial en lazonacervical de cara labial en
incisivo (MEB x120).

En el grupo canino se observé esmalte con
bandas en las zonas incisal y media, en las caras
labial y palatina en el esmalte interno; el resto del
espesor del esmalte era ocupado por esmalte
radial (Figs.6y7).

Fig. 6. Esmalte con bandas y esmalte radial en la zona
incisal de cara labial en canino. Se aprecian estrias de
Retzius en el esmalte radial (MEB x80).

LR P8 ke, of
i ok - Tk |
Fig. 7. Esmalte con bandas y esmalte radial en la zona
mediade lacaralabial en canino (MEB x110).

Las bandas presentaron una inclinacion
ascendente hacia la cuspide, méas destacada en la
zona incisal. En el tercio cervical de ambas caras
libres, en la zona interna observamos
entrecruzamientos de prismas que no
constitufan las tipicas bandas, disposicién que
corresponde aesmalte de tipoirregular (Fig. 8).
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Fig. 8 Esmalte irregular en la zona cervical de la cara
labial en canino (MEB x 120)

En las cuspides de los premolares, en la zona
interna del esmalte préxima al limite
amelodentinario, se encontrdé esmalte irregular
con un intrincado entrecruzamiento de grupos
de prismas (Fig. 9). En los 2/3 externos de las
cuspides se observo esmalte radial, con los
prismas que mostraban un cambio de direccién
para terminar perpendiculares a la superficie
externa del esmalte. En las caras labial y palatina,
las bandas ocupaban la mitad del espesor del
esmalte con una disposicion horizontal y en la
mitad externa el esmalte era de tipo radial (Fig.
10).

Fig. 9 Esmalte irregular en la zona cuspidea préxima al
limite amelodentinario en premolar (MEB x120).

2 g i) i, - o +.
Fig. 10. Esmalte con bandas en disposicion horizontal en
lacara labial en premolar (MEB x120).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Identificamos esmalte radial, esmalte con
bandas y esmalte irregular; por la disposicion de
los prismas cada uno de estos tipos de esmalte
presenta propiedades biomecéanicas diferentes.
En el esmalte radial los prismas se disponen
paralelos unos con otros y terminan en angulo
recto a la superficie externa. Rensberger y
Koenigswald (1980) (7), Boyde y Fortelius (1986)
(8) sostienen que estas caracteristicas del esmalte
radial permiten cumplir con uno de los
requerimientos biomecanicos que es la
resistencia a la abrasion y permite conservar un
mejor borde cortante debido a la direccién de los
cristales que conforman el prisma; por eso este
tipo de esmalte se encuentra en la superficie
externa del diente. De acuerdo a Shimizu y
colaboradores (9) la capacidad de los prismas de
disipar estrés de contactos en la superficie, puede
influenciar en el promedio de desgaste del
diente. Maas (1991) (10) tras estudiar el impacto
de la microestructura del esmalte en el
microdesgaste, considera que las diferentes
respuestas a la abrasion de los esmaltes
prismaticos reflejan la influencia de la estructura,
pero a nivel de organizacion de cristalitos, méas
gueanivel de losprismasensi.

En las muestras estudiadas, la disposicién
externa del esmalte radial observada en todos los
grupos dentarios, revalida lo expresado por estos
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autores con relacién a su desempefio
biomecanico.

El esmalte radial no resulta efectivo como
mecanismo para la detencion de rajaduras si las
fuerzas de tension superan valores criticos. Para
esto, la presencia de bandas o esmalte irregular
en la zona interna al esmalte radial actia
reduciendo el peligro de penetracion de fracturas
en el esmalte (4). Sin embargo un solo tipo de
esmalte no es apto para cumplir todos los
requerimientos biomecénicos del diente por lo
que deben combinarse (3). Encontramos esmalte
radial en la zona externa del esmalte combinado
con esmalte irregular o con esmalte con bandas
de Hunter Schreger en lainterna.

En las zonas de mayor impacto de las fuerzas
masticatorias, como las cUspides de premolares y
molares, la marcada decusacién de los prismas
del esmalte en la parte interna de las mismas
constituye un mecanismo de detencion de
fracturas (5). Segun Dos Santos (1987) (11) las
fuerzas masticatorias generan tensiones de
resistencia internas que son de direccion opuesta,

por ello las estructuras de refuerzo se localizan
proximas al limite con la dentina para resistir
fracturas, como observamos en nuestro estudio.
El esmalte irregular en las cuspides de los
premolares mostré6 un marcado entrecruza-
miento de prismas, a diferencia de las caras libres
donde era menos evidente. El esmalte irregular
de las cUspides resulta compatible con el esmalte
nudoso descrito con microscopia éptica.

La organizacion de los prismas en los tipos de
esmalte y la ubicacion de estos en cada grupo
dentario depende de la funcién del diente y
optimizasu respuesta biomecénica.

Concluimos que la presencia de varios tipos de
esmalte y su combinacién constituye una
especializacién de la microestructura del esmalte
apta para responder a la variada demanda
biomecéanicade los diversos grupos dentarios.
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ANATOMIA QUIRURGICA Y APLICADA DEL DELANTAL DE LOS EPIPLONES.
FUNDAMENTOS DE SUS USOS MEDICOQUIRURGICOS
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ABSTRACT. The epiploic apron is habitually used by the organism to block abdominal infectious processes, and
inclusively it has been used by surgeons to cover bloody surgical zones (vascular bed of cholecystectomy, post-
appendectomy, etc.); for that reason it has been called “abdominal police”. This roll is fulfilled thanks to the presence
of a bactericidal factor and of an angiogenic factor, discovered by Goldsmith and Silvermann, who in experimental
models, where they performed aortic prosthetic interpositions (dacron), developing retroperitoneal abscesses,
demonstrated both “factors”. From this concept we have used a flap from the epiploic apron to cover infected arterial
prosthesis and although the prosthetic infection is a nonfrequent complication, it served to avoid the prosthesis
extraction and the consequent amputation of the member. This work intended to meticulously study the fascial
anatomy of the epiploic apron and its vascularization, with the purpose of obtaining an apron pedicle capable of being
mobilized surgically, as it is specified in the work. Fifty-six cases, including 20 anatomical and fetal dissections and 36
surgical cases, were used. From the analysis of the results it has been possible to elaborate a four- type classification of
the arterial vascular epiplon, two of which are apt to develop a pedicle and comprise more than 80% of the cases under
analysis. Inaddition, cases in which the pedicle flap has been used are presented.

Key words: applied anatomy, epiplons, vascular pedicle

RESUMEN. El delantal epiploico es utilizado habitualmente por el organismo para bloquear procesos infecciosos
abdominales, e inclusive ha sido utilizado por el cirujano para cubrir zonas quirdrgicas cruentas (lecho de
colicestomia, postapendicectomia, etc.) por lo que ha sido bautizado con el nombre de “policiaabdominal”. Este rol lo
cumple gracias a la presencia de un factor bactericida y de un factor angiogénico, descubiertos por Goldsmith y
Silvermann, quienes en modelos experimentales, en donde realizaban interposiciones prostéticas aérticas (de
dacron), desarrollando abscesos retroperitoneales, demostraron ambos “factores”. A partir de este concepto hemos
utilizado el colgajo del delantal epiploico para cubrir prétesis arteriales infectadas, que si bien la infeccion prostética
es una complicacion no frecuente, nos ha servido para evitar la extraccion de dicha prétesis y la amputacion
consiguiente del miembro. Este trabajo tuvo por objeto estudiar minuciosamente la anatomia fascial del delantal
epiploico y su vascularizacion, con el fin de lograr un pediculo de delantal posible de ser movilizado
quirdrgicamente, tal como se especifica en el trabajo. Se utilizaron 56 casos, compuestos por 20 disecciones
anatoémicas y fetales y 36 casos quirargicos. Del andlisis de los resultados ha sido posible realizar una clasificacion
vascular arterial del epipl6n en cuatro tipos, de los cuales dos de ellos son aptos para pediculizar y comprenden mas
del 80% de los casos. Se presentan ademas, los casos en los cuales ha sido utilizado este colgajo pediculizado.

Palabras clave: anatomiaaplicada, epiplones, pediculo vascular
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INTRODUCCION

Quien alguna vez ha practicado o asistido a
una intervencion quirdrgica por un proceso
infeccioso abdominal, habra observado que el
delantal epiploico se encuentra generalmente
bloqueando la zona enferma (apendicitis,
diverticulitis, colecistitis, etc.). Es mas, constituye
un gesto frecuente de los cirujanos, el colocar el
epiplén encima de la zona operada
(colecistectomia, apendicectomia, etc.). Este rol
de “policia abdominal” con el que ha sido
catalogado el epiplén mayor, un tanto
empiricamente, cubriendo “per se” procesos
infecciosos y perforativos abdominales ha sido
corroborado cientificamente, gracias al
descubrimiento reciente, por Goldsmith en 1983
y Silvermann en 1985 (9, 10, 16) de un factor
“angiogénico” en todo el tejido celular y en el
delantal epiploico en especial) asi como un factor
“bactericida”.

Asi se han utilizado colgajos de epiplén para
exenteraciones cervicales (tratamiento de la
linforragiay proteccion del paquete vascular), en
los transplantes pulmonares (envolviendo la
zona de anastomosis bronquial que es avascular,
permitiendo asi la supervivencia de la union) y
otros usos mas.

Basados en los usos mencionados es que lo
hemos utilizado también quirargicamente y
entusiasmados por los resultados es que
presentamos este trabajo, que consiste en una
minuciosa descripcién anatomica (sobre la que
hacemos consideraciones originales) y en una
explicacion del uso quirtrgico que hemos dado a
este 6rgano.

MATERIALES Y METODOS

Se han utilizado 12 cadaveres fetales y 8
cadaveresadultos.

Se ha estudiado minuciosamente el epiplon
durante las siguientes intervenciones quirdrgicas
con pediculizacion del mismo:

Intervenciones para cubrir by-pass éaxilo-
femorales infectados, en dos casos.
Intervenciones para cubrir by-pass aorto-
bifemorales infectados, en tres casos.

Se ha estudiado el epiplon, ademas en las
siguientes intervenciones quirdrgicas con
movilizacion del delantal por diferentes
patologias:

. Cirugiade laaortaabdominal, en 8 casos,
Cirugiadel colon derecho, en 6 casos,
Cirugiadel colonizquierdo, en 4 casos,
Cirugiarenal por viaabdominal, en 2 casos,
Cirugiagastricaradical,en 11 casos.

El total de casos quirargicos es 36.

Como método de trabajo se ha utilizado la
inyeccién con formol, inyecciéon con latex de
vasos, técnica de Gerota modificada para
linfaticos y transparencias. EI método de
observacion simple fue el utilizado para los casos
quirdrgicos.

Anatomiaquirargica

El epiplon mayor o gastrocélico corresponde
embriolégicamente, a una procidencia o
evaginacion inferior de la trascavidad epiloica.
Al descender, se topa con el colon transverso y su
meso, debiendo rebasarlos por delante y caer a
modo de cascada, para llegar, en el adulto,
préacticamente hasta el pubis, cubriendo todos los
organos de las cavidad abdominal submeso-
célica.

Este origen nos muestra que no existe una
relacion de cobertura entre la bolsa epiploicay el
colon transverso, aunque asi lo parezca,
existiendo solo coalescencias y quedando
perfectamente demostrado debido a la
disposicidn vascular del epiplon mayor.

El hecho de ser la prolongacién inferior de la
trascavidad epiploica, nos aclara sobre el origen
de sus cuatro constituyentes. Asi, la hoja 1 es la
continuacién de laldamina pregastrica, lahoja2 es
la continuacion de la lamina retrogastrica, la hoja
3eslacontinuacion de lalamina prepancreéticay
la hoja 4 es la continuacion de la lamina retro-
pancreatica.

Las coalescencias se van a producir entre las
hojas 1 y 2 y las hojas 3 y 4, constituyendo
respectivamente, la lamina refleja y la lamina
directa del epiplon mayor. A su vez, las laminas
sufren coalescencias entre si.
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Mayores detalles sobre las coalescencias y
fijaciones ligamentarias del delantal se
especifican en el trabajo original.

Vascularizacion del epiplén mayor

Resulta desproporcionado observar la
relacion existente entre el volumen del epiplény
lacantidad de vasos que posee. Evidentemente se
superan las exigencias de nutricién que tiene el
érgano. Este hecho ya fue observado por el Barén
de Rio Branco y Rene Leriche (2, 4, 16). Para
nuestro estudio cobra enorme relevancia la
circulacién arterial.

Siguiendo a Haller, la vascularizacion arterial
epiploica se produce a partir de las dos arterias
gastroepiploicas derecha e izquierda. Ambos
vasos se anastomosan por inosculacion
siguiendo un arco que sigue a la curva mayor
gastrica (arteria gastroepiploica media de
Winslow) y eliminando de este arco, ramos
ascendentes para el estomago, por los bordes del
delantal descienden el “gran ramo epiloico
derecho” y el “gran ramo epiploico izquierdo”,
ramas de las arterias gastroepiploicas derecha e
izquierda respectivamente, que se unen por el
borde libre del epiplén, configurando el “arco
anastomotico periférico”. Claro esta, que la
arteria gastroepiploica derecha y su gran ramo
epiploico derecho se ubican entre las hojas 1y 2
del delantal (la ldmina refleja), mientras que la
arteria gastroepiploica izquierda, en su tronco y
su gran ramo epiploico izquierdo, por provenir
de la arteria esplénica, discurren por la lamina
directa, entre lashojas 3y 4 (Figura1).

Evidentemente existe un punto en el cual se
produce la anastomosis en el arco anastomético
periférico, en que los vasos pasan de la lamina
refleja a la lamina directa. Esto sucede
habitualmente en la unién del tercio derecho con
losdosterciosizquierdos del borde del delantal.
Teniendo en cuenta esta disposicion arterial tipo
y considerando los 20 especimenes cadavéricos y
los 5 casos quirdrgicos en que se utilizé el epiplén
paraser pediculizado, hemos podido determinar
una clasificacion de 4 tipos arteriales del epiplon
mayor:

Tipo “A” (Figura 2) en el que el pediculo de
la arteria gastroepiploica derecha es
dominante, es del tipo mas frecuente, lo
hemos observado en 18 casos (72% de la
estadistica);

Tipo “B” (Figura 2) en que el pediculo de la
arteria gastroepiploica izquierda es
dominante, se observo en 4 casos (16% de la
estadistica).

Fig. 1. Disposicién habitual de la vascularizacion
arterial del delantal epiploico. En linea continua los
vasos correspondientes a la arteria gastroepiploica
derecha (por la lamina refleja o anterior) y en linea
punteada, los vasos correspondientes a la arteria
gastroepiploica izquierda (por la lamina directa o
posterior).

1. Estomago 2. Duodeno 3. Epiplon mayor 4.Arteria
gastroepiploica derecha 5. Arteria gastroepiploica
izquierda 6 arteria esplénica 7. Arco de la curvatura
mayor gastrica o arteria gastroepiploica media de J. B.
Winslow 8. Arteria anastomotica descendente principal
9. Arco anastomético periférico 10. Gran ramo epiploico
derecho 11. Gran ramo epiploico izquierdo
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Fig. 2. Tipo “A”, existe un pediculo dominante de la
arteriagastroepiploica derecha. Es el tipo mas frecuente.
Tipo “B”, existe un pediculo dominante de la arteria
gastroepiploicaizquierda.

Tipo “C” (figura 3) en que ambos pediculos
gastroepiploicos son de buen calibre y la
arteria anastomodtica principal es
insuficiente o no existe; fue hallada en 2
casos (8%)

C

...
)

Fig. 3:.Tipo “C”, ambos pediculos son de buen calibre.
La arteria anastomdtica descendente principal es
insuficiente.

Tipo “D” (Figura4) en que ambos pediculos
gastroepiploicos son de buen calibre. El
arco anastomotico periférico es insuficiente
0 no existe. Es la variedad menos frecuente.
Se observé en 1 caso (4%).

Fig.4.Tipo “D”, ambos pediculos son de buen calibre. El
arco anastom@tico periférico es insuficiente.

Esta clasificacion cobra valor, ya que los tipos
aptos para ser pediculizados con nuestra técnica
son los tipos A y B, es decir el 88% de nuestro
universo.

Las consideraciones sobre la anatomia venos y
linfatica se desarrollan con detalle en el trabajo
original.

Aplicaciones quirdrgicas

“El cirujano, antes acostumbrado a seccionar y
suturar, descubrird que hay un tercer elemento
técnico: movilizar. Ello le facilitard los otros dos
mencionados, elevandolo a una mejor cirugia” A. R.
Albanese, 1977

En todos los servicios de cirugia cardio-
vascular es bien sabido que la infeccién de una
protesis de by-pass es resuelta Gnicamente con la
exéresis de la misma. El riesgo que conlleva
realiza tal reseccion, asi como las consecuencias
que esto acarrea, hacen pagar un alto costo, entre
los que se incluyen amputaciones de miembros.
Basados en trabajos de Mathisen y colaboradores
(16) y de Goldsmith y colaboradores (9, 10), entre
otros y en el exhaustivo analisis anatomo-
quirargico presentado (4, 19) es que decidimos
utilizar el delantal epiploico como alternativa de
extrema eleccion para intentar resolver esta
complicacion tan desgraciada.

No seran considerados aqui los pormenores
clinicos y bacteriolégicos, ya que escapan a un
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trabajo de anatomia quirdrgica, pero si sera
mencionado el modo en que se realiz6 el colgajo
del epiplén pediculado, de un metro de longitud,
ya que esto fue posible gracias al conocimiento
anatémico.

La técnica tiene dos partes bien distintas, una
es la exposicion de toda la prétesis, no nos vamos
a detener en ella ya que no reviste mayor interés
técnico en este trabajo. La otra parte de la técnica
se refiere a la exteriorizaciéon y pediculizacién del
delantal epiploico.

Una vez abierto el abdomen se procede a la
liberacion del delantal epiploico (es condicién
para esta cirugia que el mismo esté bien
desarrollado). Para ello se procede a realizar la
maniobra de decolamiento intercélioepiploico
(Lardennois Ockinzick) despegando la
coalescencia entre la hoja 4 del delantal y de la
trascavidad epiploica, de la hoja superior del
mesocolon transverso. Debe ser despegado y
seccionado también el aparato sustentador del
angulo izquierdo del colon. Esto permite que se
encuentre totalmente movilizado el delantal,
restando solamente su pediculizacion (Figurab).

| k"
h
|
; arteria
"'I __. gastrocpiploica
arteria [ izquierda
gastroepiploica = *l. M
derecha anastamosis

1- enire ambas
;qm.ll:n-ryaplmns

Fig. 5. “A”: situacion mas frecuente de disposicion
vascular en el epiplon mayor (se elige la arteria
gastroepiploicade mayor calibre y se conserva).

De las técnicas descritas para pediculizar el
epiplén mayor, la que logra el colgajo mas largo
es aquella en la que se secciona una de las dos
arterias gastroepiploicas y se continda la seccion
paralelamente a la curva mayor géstrica, hasta la
proximidad de la arteria gastroepiploica
indemne (Figura6).

El presentado es un colgajo para cubrir
sectores del abdomen e inclusive del térax, pero
que resulta insuficiente cuando por ejemplo, se
pretende envolver un by-pass axilo-femoral
infectado. Para esta eventualidad hemos
desarrollado un colgajo més largo, realizado con
artificios de técnica y basados en el conocimiento
anatomico.

\

Fig. 6. “B”: seccion conservando las arcadas de las
arterias gastroepiploicas con el pediculo de epiplén
mayor.

Hasta el paso presentado en la figura B de la
técnica de pediculizacién nos manejamos con la
técnica clasica, pero luego se realiza una serie de
secciones que, al desenrollar el delantal, queda
con circulacion arterial invertida en la arteria
gastroepiploica izquierda y la punta del colgajo
queda ahora irrigado por la anastomotica entre
las dos arterias gastroepiploicas (Figura 7).
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Fig. 7. “C”: Completas las secciones y desenrollado el

epiplén mayor se logra un colgajo de un metro de largo,
aproximadamente.

No hemos observado linforragias post-
operatorias ni congestion venosa luego de las
secciones. Cabe destacar que para considerar
viable el colgajo, antes de colocarlo en el sitio que
debe cubrir, constatamos la presencia de pulso en
la punta del pediculo. La misma medida se toma

al finalizar lacolocacion.

No se considerara aqui como se exterioriza ni
como se fija el epipldn, por ser detalles de técnica
quirdrgica.

CONCLUSIONES

Una vez mas, hemos de recurrir a la
actualizacion anatémica de un o6rgano para
resolver una necesidad quirurgica. Se ha podido
realizar una clasificacion anatémica de cuatro
tipos o patrones arteriales, que nos permite
concluir que el 88% de nuestro universo presento
patrones vasculares pasibles de realizar latécnica
propuesta.

Se presenta ademdas una actualizacion de
indole peritoneal del epiplén, asi como las
consideraciones técnicas de su utilizacion
quirargicaescuetamente desarrolladas.
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RESUMEN

Los factores “generacionales o transgeneracionales” son definidos como el conjunto de
condiciones de naturaleza ambiental experimentados por una generacion que inciden sobre la salud, el
crecimiento y el desarrollo de las generaciones siguientes. La forma prevalente de desnutricién en
poblaciones humanas se caracteriza por su naturaleza crénica y generacional y por lo tanto las
deficiencias nutricionales pueden considerarse factores transgeneracionales.

Numerosas poblaciones del mundo viven inmersas en un ambiente con nutricion deficiente
y desbalanceada durante muchas generaciones. Un ejemplo son las llamadas “villas de emergencia”
muy comunes en nuestro pais, donde los recursos econémicos son escasos, el saneamiento es muy
pobre y los nifios consumen dietas con insuficiente contenido proteico. La problemética generacional
se tornaaun mas relevante cuando ademas de estudiar los efectos que este tipo de estrés puede ejercer a
largo plazo, se analiza el alcance que los programas de rehabilitacion tienen sobre el crecimiento y
desarrollo de las poblaciones afectadas. Por otra parte, algunos autores sostienen la idea de un posible
efecto acumulativo de la desnutricién generacional, hecho que se reflejaria en el deterioro progresivo
de las sucesivas generaciones.

Dada la multiplicidad de factores que definen el ambiente bio-fisico-sociocultural en el que
las poblaciones humanas crecen y se desarrollan, no es posible analizar los efectos que un tnico factor
—tal como el nutricional- puede tener a través de varias generaciones. En tal sentido, los trabajos
experimentales resultan de gran importancia, puesto que permiten aislar el factor que se desea estudiar
y analizar su efecto sobre numerosas generaciones en un corto tiempo.

El objetivo general del trabajo de tesis, fue analizar la existencia de cambios seculares del
crecimiento craneano y postcraneano generados por el efecto de la subnutricién transgeneracional. La
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hipotesis de nulidad acontrastar fue: “Cuando la desnutricion actlia con intensidad constante en varias
generaciones, el retardo de crecimiento es no acumulativo”.

Se trabajé con ratas de laboratorio de la especie Rattus norvegicus albinus (cepa Wistar)
proveniente de una colonia del bioterio del Instituto de Genética Veterinaria IGEVET, Facultad de
Ciencias Veterinarias (UNLP-CCT LaPlata-CONICET).

Se conformaron los siguientes grupos experimentales:

1. Control (generacion parental, P), animales que durante todo el experimento (21 a 100 dias de edad)
recibieron alimento balanceado ad libitum.

2. Subnutridos, animales que a partir del destete recibieron el 75% del alimento consumido por un
animal control de su misma edad, sexo y peso corporal (técnica de pair feeding). Al alcanzar la
madurez sexual (80 dias de edad aproximadamente) las hembras fueron colocadas en apareo con
machos del grupo 1. Las crias nacidas de estas madres constituyeron la primera generacién subnutrida
(F1): durante la lactancia las madres recibieron alimento balanceado ad libitum y al destete las crias
fueron subdivididas en dos grupos que fueron pesados diariamente y recibieron el 75% del alimento
consumido por un animal control: (a) el grupo de animales propiamente experimentales y (b) las
hembras destinadas a proveer animales de la siguiente generacion o segunda generacion subnutrida
(F2). Este grupo recibi6 el mismo tratamiento que lageneracion F1.

Aproximadamente 10 machos y 10 hembras, de cada grupo generacién (P, F1 y F2) fueron
radiografiados en normas lateral y dorsal a los 21, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 dias de edad. Sobre cada
placa radiogréfica, se realizé un relevamiento métrico del craneo y del esqueleto postcraneal. El
analisis craneano se realiz6 siguiendo un criterio funcional, que incluyo tres niveles de integracion:
complejo craneofacial, componentes mayores (neurocraneano y facial) y subcomponentes (neural
anterior, neural medio, neural posterior, 6tico, masticatorio, respiratorio y alveolar). Con los datos se
calcularon indices volumétricos y morfométricos. El relevamiento métrico postcraneano se focaliz6 en
los ejes axial (longitud corporal) y apendicular (femoral y humeral).

El procesamiento estadistico consistié en: (1) prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-
Smirnov, (2) test paramétrico de andlisis de la varianza (ANOVA) y pruebas post hoc LSD (Least
Square Differences) para las variables postcraneanas y (3) tests no paramétricos de Kruskal-Wallis (K-
W) y Kolmogorov-Smirnov (K-S) para k muestras, para las variables craneanas. Se analizaron los
cambios ocurridos en cada generacion subnutrida (efecto intrageneracional P-F1 y P-F2) y aquellos
ocurridos entre las generaciones subnutridas (F1-F2).

Los resultados obtenidos indicaron que:

(a) Lasubnutricion intrageneracional, provoca:

(al) Retardos del crecimiento ponderal y 6seo en ambos sexos. El peso se ve mas comprometido que la
longitud corporal, provocando retardo de crecimiento de tipo asimétrico.

(a2) Cambios de tamafio y forma del complejo craneofacial, producto de la reduccién volumétrica
diferencial de los componentes mayores y menores. El neurocraneo es afectado en mayor medida que
elesplacnocraneoy el neural anterior, 6tico y masticatorio que el resto de los subcomponentes.

(b) Lasubnutricién transgeneracional provoca:

(b1) Retardo acumulativo del crecimiento ponderal y 6seo (excepto la longitud humeral) en ambos
sexos, con modificacion de la forma corporal. El peso se ve mas comprometido que la longitud
corporal.

(b2) Reduccion volumétrica acumulativa en ambos componentes mayores con un deterioro progresivo
conforme losanimales crecen.

(b3) Comportamiento diferencial de los subcomponentes craneanos, reflejando respuestas adaptativas
a demandas funcionales especificas. Mientras que los machos no evidencian cambios morfométricos
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transgeneracionales, las hembras presentan una reduccion volumétrica neural mayor en la segunda
generacién. La variacién alométrica observada se debe a un crecimiento relativo menor de los
subcomponentes neurales medio, posteriory respiratorio.

(c) En condiciones de normonutricién, hay diferencias sexuales tanto del crecimiento ponderal como
del lineal, en este caso los machos son de mayor tamafio que las hembras. La subnutricion modifica
estos patrones de diferenciacion por cuanto los machos en general presentan mayor retardo de
crecimiento que las hembras. Esta resistencia de las hembras por mantenerse en el canal de crecimiento,
se ve reflejada también en una manifestacion mas tardia del efecto acumulativo transgeneracional.

(d) Las diferencias observadas entre grupos generacionales son indicativos de la presencia de
tendencia secular negativa y demuestran la existencia de patrones de crecimiento especificos en cada
generacion.

De los resultados expuestos, se concluye que: cuando la desnutricién actiia con intensidad
constante durante varias generaciones, el retardo de crecimiento es acumulativo. Los estudios
nutricionales transgeneracionales permiten analizar procesos adaptativos, y por ende evolutivos,
especificos de las poblaciones humanas. Aunque estos resultados experimentales no sean
directamente extrapolables al hombre, resultan de fundamental importancia para avanzar en el
conocimiento de latendencia secular negativaen poblaciones humanas.

Palabras clave: desnutricion generacional, crecimiento, antropologia experimental.
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ABSTRACT

The “generational or transgenerational” factors are defined as the set of conditions of
environmental nature experienced by a generation that affect the health, growth and development of
the next. The prevalent form of undernutrition in human populations is characterized by its chronic
and generational nature, and therefore the nutritional deficiencies can be considered as
transgenerational factors.

Numerous populations of the world live immersed in an environment with deficient and
unbalanced nutrition during many generations. As an example the so-called “shanty towns” are very
common in our country, where the economic resources are little, the cleaning is very poor and the
children consume diets with insufficient protein content. The generational problematic becomes still
more relevant when, besides studying the effects that this type of stress can exert in the long term, the
extent that rehabilitation programs have on the growth and development of the affected populations is
analyzed. On the other hand, some authors support the idea of a possible cumulative effect of the
generational undernutrition, a fact that would be reflected in the progressive growth retardation of the
successive generations.

Given the multiplicity of factors that define the bio-physical-sociocultural environment in
which the human populations grow and develop, is not possible to analyze the effects that a unique
factor - as the nutritional factor- may have through several generations. In such sense, experimental
works are of great importance, since they allow isolating the factor that is desired to study and to
analyze its effect on numerous generationsin ashorttime.

The general aim of the thesis' work was to analyze the existence of secular changes of the
cranial and postcranial growth generated by the effect of the transgenerational undernutrition. The
null hypothesis to contrast was: “When the undernutrition acts with constant intensity in several
generations, the growth retardation is noncumulative”

Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) raised at the Bioterio of the Instituto de Genética
Veterinaria (IGEVET), Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP-CCT La Plata) were used.

The following experimental groups were set up:

1. Control (parental generation, P), animals that throughout the experiment (21 to 100 days of age)
received stock dietad libitum.

2. Undernourished, female rats that since weaning were submitted to nutritional restriction (75% of
daily food intake of a control dam aged-matched, pair feeding technique). When reaching sexual
maturity (80 days old, approximately) females were placed to mate overnight with males from group 1.
Pups born from these mothers constituted the first undernourished generation (F1): during lactation
dams received stock diet ad libitum. At weaning the pups were subdivided in two groups that were
weighted daily and received 75% of the food eaten by their control peers: (a) the properly experimental
animal group and (b) the females destined to provide animals for the following generation or second
undernourished generation (F2). This group received same treatment as generation F1.

Approximately 10 males and 10 females, of each generation group (P, F1 and F2) were X-
rayed in lateral and dorsal planes at 21, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 days of age. Metric
measurements of the skull and the postcranial skeleton were performed on each radiographic plate.

The cranial analysis was made following a functional criterion, which included three levels
of integration: neurocranial craniofacial complex, major components (neurocranium and face) and
subcomponents (anterior-neural, middle-neural, posterior-neural, otic, masticatory, respiratory and
alveolar).

Volumetric and morphometric indices were calculated from data. The metric postcranial
measurements were focused in the axial (body length) and appendicular axes (femoral and humeral).
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The statistical processing consisted of: (1) Kolmogorov-Smirnov test of goodness of fit, (2)
Parametric test of variance analysis (ANOVA) and tests post hoc LSD (Least Square Differences) for the
postcranial variables, and (3) Kruskal-Wallis (K-W) and Kolmogorov-Smirnov (K-S) tests for k
samples, for the cranial variables. Changes occurred in each undernourished generation
(intragenerational effect P-F1 and P-F2) and those occurred between undernourished generations were
analyzed (F1-F2).

Results obtained showed that:

(a) Intragenerational undernutrition produces:

(al) Retardations of the ponderal and bone growth in both sexes. The weight is more affected than the
body length, causing growth retardation of asymmetric type.

(a2) Changes of size and form of the craniofacial complex, product of the differential volumetric
reduction of the major and minor components. Neurocranium is affected in a greater extent than the
splaneocranium and the anterior, otic and masticatory than the rest of the subcomponents.

(b) Transgenerational undernutrition produces:

(b1) Cumulative retardation of the ponderal and bone growth (except for the humeral length) in both
sexes, with modification of the body shape. The weight is more affected than the body length.

(b2) Cumulative volumetric reduction on both major components with a progressive deterioration as
theanimals grow.

(b3) Differential behavior of the cranial subcomponents, reflecting adaptive answers to specific
functional demands. Whereas the males do not demonstrate transgenerational morphometric changes,
the females do present a greater neural volumetric reduction in the second generation. The observed
allometric variation must be due to a smaller relative growth of the anterior-neural, posterior-neural
and respiratory subcomponents.

(c) In normonutrition conditions, there are sexual differences both in the ponderal and in the linear
growth. In this case the males were greater than the females. Undernutrition modifies these patterns of
differentiation inasmuch males in general present greater growth retardation than females. This
resistance of the females to stay in the growth channel is also reflected in one more delayed
manifestation of the transgenerational cumulative effect.

(d) The differences observed between generational groups are indicative of the presence of negative
secular trend and demonstrate the existence of specific growth patterns in each generation.

Of the exposed results, it is concluded that: when the undernutrition acts with constant
intensity during several generations, the growth retardation is cumulative. The transgeneracional
nutritional studies allow to analyze adaptive processes, and therefore evolutionary, specific of the
human populations. Although these experimental results cannot be directly extrapolated to man, they
are of fundamental importance to advance in the knowledge of the negative secular trend in human
populations.
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