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Resumen: La diferenciacion ontogénica incluye cambios de tamarfio
(volumétricos) y/o de forma (morfométricos). El objeto del presente
estudio es conocer qué tipo de crecimiento se registra en el cranco de
ratas entre los dias 20 y 80 de edad postnatal. La hipdtesis de nulidad a
contrastar fue: ““Si los cambios craneofaciales obedecen a un tnico cfecto
tamaiio, entonces las variables deben estar correlacionadas entre si, por
cuanto su comportamiento debe ser de tipo lineal e isotropico”. El rechazo
de linearidad implica que al menos parte de la variacién observada debe
ser explicada por cambios de forma debidos al crecimiento diferencial
entre al menos dos variables. Ratas Wistar fueron sometidas a cuatro
tratamientos diferentes: (1)control: alimentados con dieta stock ad-
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libitum; (2)subnutricién crénica: alimentados con 50% de la dieta dada a
los controles; (3)subnutricién aguda: alimentados con 33% de la dieta
dada a los controles; (4)subnutricién crénica mds tratamiento hormonal:
alimentados como cn (2) més inyecciones periddicas de testosterona a
los machos y estradiol a las hembras. Fueron tomadas radiografias cada
10 dfas y fueron medidos la longitud, el ancho y la altura del neurocraneo
y de laregidn facial. Fueron practicadas pruebas de correlacién miltiple
para cada sexo y tratamiento, por medio del programa SYSTAT 7.0. Los
resultados obtenidos indican que en controles y en machos subnutridos-
inyectados debec aceptarse la hipétesis de nulidad, por cuanto, ambos
componentes mayores crecieron proporcionalmente. La hipétesis de
nulidad fue rechazada en subnutridos de ambos sexos y en hembras
desnutridas-recuperadas, por cuanto la proporcionalidad entre variables
fue significativamente alterada con la consecuente aparicién de cambios
de forma. En los machos subnutridos-inyectados se mantuvo ¢l “patrén
control” por cuanto la testosterona actué con efecto anabdlico. En las
hembras, se confirmé la propicdad catabdlica atribuida al estradiol. Este
experimento demuestra que es posible hallar dimorfismo sexual en el
comportamicnto fisiolégico del crecimiento, realizado bajo condiciones
de estrés ambiental.

Key Worbs: undernutrition, growth, skull, gonadic hormones

AsstraCT: The ontogenetic differentiation involves size (volumetric) and/
or shape (morphometric) changes. The object of this study is to know
how cranial changes are evoked in growing rats between the 20th and
80th days of postnatal age. The following null hypothesis was tested: “if
craniofacial changes are due to size only, then all variables should be
correlated among themselves, since they should vary only in a linear and
isotropic way”. The rejection of linearity implies that at Icast part of the
observed variation is to be explained by shape changes due to the
differential growth between, at least, two variables . Wistar rats were
subjected to the following four treatments: (1) control: animals fed on a
stock diet ad-libitum; (2) chronic undernutrition: animals fed on 50% of
the dict given to controls; (3) acute undernutrition: animals fed on 33%
of the diet given to controls; (4) chronic undernutrition plus hormonal
treatment: individuals fed on as (2) plus periodic injections of testosterone
for males and estradiol for females. Radiographies were taken every ten
days and the length, width and height from both the neurocranium and
face were measured. Multiple correlation tests for each sex and treatment
were done by the SYSTAT 7.0 package. The obtained results show that
in controls of both sexes and in undernourished injected males the null



hypothesis should be accepted, since both major components grew keeping
their proportionality constant. In both chronic and acute undernourished
males and females, and in injected females, the null hypothesis was rejected,
since linearity was broken and shape changes became evident. In other
words, undernourished-injected males kept the “control growth pattern”
in view of the anabolic properties of testosterone. The undernourished-
injected females showed the same growth pattern as seen in
undernourished animals, agreeing with the catabolic properties of estradiol.
The present experiment also showed sexual dimorphism in the
physiological behavior of growth under stressing environmental
conditions.

INTRODUCCION

La diferenciacion ontogenética puede involucrar cambios volumétricos (ta-
mafio) -caracterizado por un crecimiento proporcional en todas las variables-
y/o morfométricos, que por modificacion de la correlacion entre dos o mds
variables, altcra el crecimiento relativo (forma) del conjunto. Simpson et al.
(1960) postularon que los cambios de forma resultan del crecimiento diferen-
cial de un organismo y pueden ser analizados mediante el crecimiento de varias
dimensiones en el tiempo. Clasicamente el estudio de la forma se ha basado en
la alometria bivariada, con la limitacién de que sélo dos variables pueden ser
analizadas al mismo tiempo (Lcutenegger y Masterson, 1989). Aunque no existe
una lécnica ideal, ¢l andlisis multivariado permite examinar un conjunto de
datos en varias dimensiones al mismo tiempo. Permite ademds visualizar posi-
bles patrones de covariacion entre dimensiones interrelacionadas, no detecta-
das por cl andlisis bivariado (Blackith y Reyment, 1971; Oxnard, 1978; Shea,
1985; Leutenegger y Masterson, 1989; Pucciarelli y Neves, 1992; 1993).

Las diferencias de tamafio y forma entre grupos y entre scxos pueden ser
analizadas adoptando como hipétesis de nulidad un comportamiento lineal de
las variables, representado por la ecuacién Y=a+bx. Si la variacion de «Y»
para distintas variables del mismo componente, es de cardcter no lineal, enton-
ces se producen cambios de forma. Cuando el valor de «Y» es igual para las
variables de un mismo componente pero diferente de las variables de otro com-
ponente, entonces sc producen alteraciones sectoralizadas de forma. Segtin Shea
{(1988), los principios del crecimiento isométrico (ontogenetic scaling) y la di-
sociacién tamafio/forma pueden emplearse para explicar la morfologia como
producto adaptativo o como respuesta a nuevos requerimientos funcionalces.
En otros términos, las diferencias morfolégicas entre especics, poblaciones,
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sexos, etc. pueden ser el simple resultado de diferencias en el tamaiio corporal
(condicion isométrica) o bien independientes de €l (variacién alométrica). La
hipétesis nula a contrastar en el presente estudio establece que si la diferencia-
cion craneofacial de la rata durante el perfodo estudiado obedece a un efecto
tamano, deben obtenerse altas correlaciones (r >0.90) de las variables entre si,
dado que varfan en forma lineal e isotropica. El rechazo de dicha hipétesis
implicard que hubo variacién diferencial sumada al efecto tamafio y expresada
por una o varias rupturas de la correlacién multiple.

MATERIAL Y METODOS

Ratas Wistar hembras en gestacién fueron alojadas en cajas individuales y
alimentadas con dieta stock ad-libitum. Al nacimiento, cada camada fue redu-
cida a 4 machos y 4 hembras. Las crias lactantes con sus respectivas madres,
fueron asignadas aleatoriamente a uno de los siguientes tratamientos (Tabla 1):
Control (C): durante la lactancia las madres recibieron dieta stock ad libitum.
Las crias fueron alimentadas ad libitum desde el destete (21 dias de edad) hasta
el sacrificio (80 dias de edad); Subnutricién crénica (SC): correspondio a una
subnutricién proteico-caldrica moderada, comenzando a los 14 dias de lactan-
cia, en que las madres comenzaron a recibir el 50% del alimento diario consu-
mido por una madre control de peso corporal similar (t€cnica de «pair feeding»).
A partir del destete y hasta el sacrificio, las crias recibieron diariamente el 50%
del alimento consumido por crias control del mismo sexo y edad (C);
Subnutricién aguda (SA): correspondié a una subnutricion proteico-caldrica
severa, que comenzo al destete y perduré hasta el fin del experimento. Durante
la lactancia las madres recibieron dieta stock ad libitum. Desde el destete y
hasta el sacrificio, las crias recibieron diariamente el 33% del alimento consu-
mido por crias control (C) del mismo sexo y edad; Subnutricién crénica con
inyeccién hormonal (G): madres y crfas recibieron el mismo tratamiento que
SC, siendo machos y hembras inyectados por via subcutdnea con enantato de
testosterona (Testoviron Depot, Schering Argentina) y valerato de estradiol
(Progynon Depot, Schering Argentina) respectivamente. La testosterona fue
diluida en 24 ml de aceite de girasol, para igualar la concentracion de estradiol
(1mg/ml). Dichas hormonas fueron aplicadas cada 10 dfas, entre los 20 y 70
dias de edad, con una dosis de 0.01ml/10g de peso corporal.

Durante la postlactancia se tomaron dos teleradiografias estandarizadas -
una en norma lateral y otra en norma superior- durante siete periodos etdreos
(20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 dias). Sobre cada placa se relevaron longitud,
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ancho y altura del neuro y esplacnocraneo (In: distancia nasion-opistocraneo;
an: distancia eurion-eurion, determinada sobre la norma craneana superior; hn:
distancia entre la sincondrosis esfenooccipital y el vértex; le: distancia prostion-
nasion; ae: ancho minimo entre ambos arcos cigomaticos; he: distancia entre el
piso del paladar -por delante del primer molar superior- y el nasion). Las medi-
ciones fueron realizadas por un tnico observador (A.B.O.), empleando un ca-
libre de precision (Mitutoyo, 0.05 mm). Con los datos obtenidos se calcularon
pardmetros de tendencia central (promedios) y dispersion (desvios estandar).
Para probar la normalidad de las distribuciones se aplicé el test de Kolmogorov-
Smirnov. Laestadistica comparativa consistié cn pruebas de correfacion multi-
ple entre todas las variables para cada sexo y tratamiento.

RESULTADOS

Las pruebas de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para las distribucio-
nes de frecuencias figuran en Tabla 2. Excepto la longitud y el ancho
neurocraneanos en hembras control; el ancho neurocraneano en machos y hem-
bras subnutridos agudos; la altura neurocraneana en hembras subnutridas agu-
das; la longitud esplacnocraneana en machos subnutridos agudos y en hembras
con subnutricién crénica+hormona, no hubo alteraciones significativas en la
normalidad de las distribuciones de frecuencias.

Los valores correspondientes a las pruebas de correlacion y los coeficientes
de determinacion obtenidos, figuran en Tabla 3. En machos se obtuvieron co-
rrelaciones significativas en todos los grupos. En controles, los coeficientes
fluctuaron entre r=0.97** (In-le) y r=0.89** (an-hn; an-he). En los subnutridos,
los coeficientes obtenidos fueron menores que en el grupo control. Los
subnutridos crénicos presentaron correlaciones maximas para In-le y le-he
(r=0.97**) y minimas para an-hn (0.82**) y an-ae (r=0.78**). En subnutridos
agudos las correlaciones mdximas y minimas correspondieron a las mismas
comparaciones (In-le; le-he r=0.96**; an-hn r=0.56**). En subnutridos inyec-
tados con testosterona, las correlaciones fueron similares a las de controles,
con valores maximos de r=0.97** (In-he) y minimos de r=0.87** (an-ae). Los
12 oscilaron entre 79 y 94% en controles y entre 62 'y 94% en subnutridos cré-
nicos. En subnutridos agudos fluctuaron entre 31 y 92% mientras que en inyec-
tados con testosterona, el rango fue de 76 a 94% (Tabla 3).

En las hembras, los coeficientes fueron significativos en todos los grupos.
Las hembras control tuvieron valores maximos en las comparaciones le-he
(r=0.98**) y minimos en an-hn y an-ae (r=0.83**). En subnutridas crénicas los
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coeficientes oscilaron entre 1=0.98** (le-he) y r=0.72** (hn-ae). Las hembras
subnutridas agudas mostraron una mdxima correlacion en le-he (r=0.97*%),
mientras que el menor coeficiente fue para hn-le (r=0.26*). Por dltimo, las
subnutridas inyectadas con estradiol tuvieron correlaciones similares a las
subnutridas cronicas. Los valores de r maximos fueron para le-he (r=0.98**) y
los minimos para an-hn (r=0.65**). Los coeficientes de determinacién obteni-
dos en hembras control mostraron valores entre 69 y 96%. Dichos valores fluc-
tuaron entre 52y 96% y entre 7y 94% en subnutridas crénicas y agudas respec-
tivamente. Finalmente, en inyectadas con hormona, los coeficientes 12 oscila-
ron entre 42 y 96% (Tabla 3).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las correlaciones posibles en una serie de M variables (X,....X, ) da por
resultado una matriz simétrica en la que cada elemento de la diagonal principal
r.es igual a 1.0 (correlacion perfecta positiva de una variable respecto de si
misma) (Zar, 1984). Cuanto mas cercanos a la unidad, los valores de correla-
cién indican que dos variables cambian isometricamente en el tiempo.
Inversamente, cuanto mayor es el valor de la porcién no explicable por la
covartacion, mayor es la influencia del efecto forma. Se admite un efecto tama-
fio libre de forma cuando los coeficientes de determinacién alcanzados superan
el 80% de la variacion (r = 0.90), sicndo un méaximo del 20% atribuible al
conjunto de factores que integran el llamado error experimental (variacién pro-
vocada por condiciones aleatorias y artificios de observacion).

Los resultados obtenidos en el presente estudio impiden rechazar la hipéte-
sis de nulidad sdlo en ausencia de estrés ambiental, indicando que el crecimien-
to normal de los componentes funcionales mayores es de tipo isométrico, con
altas correlaciones, cercanas a la unidad. El incremento volumétrico fue mas
marcado (80%) en los machos. En las hembras, explica que como minimo un
70% de la variacién obedece al efecto tamafio (Tabla 3, Fig.1a). Efectos simi-
lares han sido informados en humanos, en los que diferentes proporciones
craneanas se mantienen constantes durante el crecimiento y cuya desviacion
puede indicar un patrén crancofacial anormal (Singhi et al., 1984a; 1984b).
Respecto del sexo, Rude y Mertzlufft (1987) observaron correlaciones mds
altas en craneos fcmeninos, sugiriendo un crecimiento mas homogéneo que en
cl sexo masculino.

Resultados obtenidos por andlisis de componentes principales han mostra-
do que los cambios de tamaiio y los cambios proporcionales relacionados a la
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forma, explican un 65% de la variacién craneofacial observada (Buschang et
al., 1982). Por otra parte, Buschang et al. (1983) han informado que durante el
crecimiento distintas proporciones siguen patrones independientes, aunque pro-
porcionales. Son escasas las referencias sobre los efectos que la desnutricion
provoca sobre el crecimiento craneofacial en humanos, aunque existen datos
en primates. Fleagle et al. (1975) describieron modificaciones del patrén de
formaecn numerosas proporciones esqueléticas. Estudios realizados en platirrinos
han demostrado que la malnutricién influye sobre la forma craneana a través de
la relacién entre distintos componentes funcionales, retrasando el crecimiento
en tamafio y modificando los cambios normales de la forma (Pucciarelli et al.,
1990; Dressino y Pucciarelli, 1997).

La desnutricion modificé la linealidad control al provocar la ruptura total o
parcial de varias correlaciones (Tabla 3, Figs. 1b y I¢). Esto se debi6 a que el
estrés nutricional afectd diferencialmente el crecimiento de las variables, mo-
dificando en consecuencia, ciertos valores de r. Estos cambios de la proporcio-
nalidad originan una disociacion de la relacion tamafio/forma observada en
controles, permitiendo concordar con Pucciarelli y Goya (1983) quienes infor-
maron que la malnutricién provoca cambios en la forma, ademds del tamafio
craneofacial. Sefialaron también que mientras la reduccién de tamafio resulta
de un retraso generalizado del crecimiento, los cambios de forma son atribuibles
al crecimiento diferencial de los componentes craneanos funcionales.

La administracion hormonal actué de dos formas: la testosterona reprodujo
cercanamente el patrén bdsico control, restituyendo la linealidad del crecimicento
craneofacial de los machos (Tabla 3, Fig. 1d). El estradiol, en cambio, no con-
trarresto la disociacion del patrén de crecimiento producida por la desnutri-
¢ién, alejando a las hembras de la linealidad control (Fig. 1d). Por lo tanto, la
hipétesis de nulidad fue confirmada en condiciones de crecimiento con nutri-
cion normal y en animales subnutridos crénicos con tratamiento androgénico y
rechazada en condiciones de subnutricién crénica y aguda sin tratamiento hor-
monal y crénica con tratamiento estrogénico. Esta diferencia sexual en cl “catch-
up”’de crecimiento por accion hormonal, reside en que la testosterona posee un
efeclo anabdlico que le permitec mantener la estructura proteica corporal atn
cuando la cantidad absoluta de protcinas consumidas sea deficitaria. Por otro
lado, es sabido que ¢l estradiol posee propiedades catabdlicas que imposibili-
tan lograr un efecto similar al de la testosterona, aun cuando la proporcion de
proteinas de consumo sea la misma en ambos sexos. Shea (1992) ha planteado
que variaciones de los factores extrinsecos del crecimiento, tales como la
somatotrofina (GH) ¢ «insulin growth factor I» (IGF-1), pueden inducir cam-
bios marcados de la forma o de las proporciones morfolégicas. Esto-puede
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ocurrir tanto por el truncamiento del patrén bdsico (o de referencia) como por
su disociacion consecuente al crecimiento diferencial. Se concluye que ambos
efectos pueden haber intermediado en los cambios de forma obtenidos en el

presente experimento.

Tabla 1
Composicién de la muestra

Grupo Machos Hembras Total
Control 14 16 30
Subnutricién Crénica 12 16 28
Subnutricién Aguda 16 12 28
Subn.Crénica+Inyec.Hormonal 12 14 26

Tabla 2

Probabilidades (p) correspondientes al test de Kolmogorov-Smirnov

Control SC SA S+H
Variables M H M H M H M H
long. nc 0.23 0.01* 0.31 0.43 0.11 0.08 0.41 0.12
ancho nc¢ 0.34 0.01*  0.09 0.03 0.01* 0.01* 0.16 0.11
alturanc 0.09 0.04 0.08 0.09 0.02 0.01* 0.09 0.04
long. ec 0.11 0.03 0.24 0.08 0.01* 0.04 0.04 0.01*
ancho ec 0.33 0.18 0.24 0.08 0.04 0.15 0.19 0.04
altura ec 0.07 0.07 0.11 0.11 0.02 0.07 0.07 0.07
*p<0.01

SC= Subnutridos Crénicos
SA= Subnutridos Agudos
S+H= Subnutridos + Hormonas
nc=neurocraneano

ec= esplacnocraneano
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Figura 1: Resultados de las pruebas de correlacién miltiple. Los machos estan
representados por barras negras y las hembras por barras blancas. a: controles; b:
subnutridos crénicos; ¢: subnutridos agudos; d: subnutridos crénicos inyectados con
hormonas.
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